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Resume 
Le cancer de l'ovaire est le cancer gynecologique le plus letal. L'absence de 
symptomes aux stades precoces de la maladie serait en grande partie responsable de 
ce faible taux de survie. Comme pour tous les cancers, l'independance aux signaux 
de croissance, l'insensibilite aux signaux inhibiteurs de croissance, la resistance a 
l'apoptose, 1'immortalisation des cellules, l'angiogenese, l'invasion et la formation 
de metastase sont des facteurs qui peuvent favoriser la formation et la progression 
d'un cancer de l'ovaire. La majorite des cancers de l'ovaire exprimerait l'antigene 
tumoral CA125. On connait actuellement tres peu de choses sur les fonctions et les 
roles de cette proteine qui fait partie de la famille des mucines. Cependant, des 
etudes rapportees par d'autres groupes, de recherche ont demontre que certaines 
mucines peuvent jouer des roles importants dans le developpement et la progression 
de differents cancers. 
Des resultats prealablement obtenus par notre laboratoire indiquent que l'expression 
de cette proteine favoriserait la tumorigenicite des cellules a differents niveaux. 
Afin d'approfondir nos connaissances sur les fonctions de CA125, des populations 
stables de cellules exprimant la portion carboxy terminale de la proteine ont ete 
generees dans differentes cultures cellulaires. Les effets du domaine carboxy 
terminal de CA125 sur la transformation cellulaire, les caracteristiques associees a 
la tumorigenicite, les jonctions cellulaires et les differentes composantes du 
cytosquelette ont ete analyses. 
Les resultats ont demontre que, chez la lignee cancereuse de l'ovaire SKOV-3, le 
domaine carboxy terminal de CA125 favorise l'independance des cellules aux 
signaux de croissance, l'insensibilite aux signaux inhibiteurs de croissance et la 
resistance a differents agents genotoxiques utilises en chimiotherapie. Des 
experiences effectuees chez les souris indiquent egalement que les effets du 
domaine carboxy terminal de CA125 chez les SKOV-3 augmentent grandement 
leur tumorigenicite. Ainsi, les resultats obtenus avec la lignee SKOV-3 semble 
indiquer que CA125 pourrait agir comme un oncogene tel que demontre chez 
d'autres mucines. 
Les effets du domaine carboxy terminal de CA125 sur differentes cellules non-
transformees immortalisees ou non ont ensuite ete evalues. Globalement, les effets 
observes chez la lignee SKOV-3 n'ont pas ete observes chez les cellules non-
transformees analysees. Le domaine carboxy terminal de la proteine n'a pas non 
plus ete en mesure de transformer les differentes cellules etudiees. Cependant, chez 
la majorite des populations exprimant le domaine carboxy terminal un allongement 
de la morphologie des cellules a ete observe. Ce changement de morphologie 
semble indiquer que l'expression de la portion carboxy terminale de CA125 
favorise 1'induction d'une transition epithelio-mesenchymateuse. 
Pour conclure, bien que le domaine carboxy terminal semble favoriser fortement la 
tumorigenicite des cellules cancereuses SKOV-3 aucun effet important n'a ete 
remarque chez les differentes cellules non-transformees analysees. II est possible 
que cette absence de phenotype chez les cellules non-transformees decoule du fait 
que les populations controles servant de base de comparaison auraient effectuees 
une transition epithelio-mesenchymateuse en reponse aux conditions de culture 
cellulaire. Egalement, les effets du domaine carboxy terminal de CA125 seraient 
peut etre dependant de 1'expression d'oncogenes supplementaires exprimes chez les 
SKOV-3. 
Mots clefs : Cancer de l'ovaire, tumorigenicite, transformation, MUC16, CA125 
Table des matieres 
Table des matieres II 
Liste des tableaux IX 
Liste des figures . X 
Liste des sigles, abreviations et symboles XIV 
Resume XVII 
Introduction 1 
1. Le cancer 1 
1.1. Autosuffisance par rapport aux signaux de croissance 2 
1.2. Insensibilite face aux facteurs inhibiteurs de croissance 4 
1.3. Resistance a l'apoptose 6 
1.4. L'immortalisation des cellules 8 
1.5. L'angiogenese 9 
1.6. L'invasion et la formation de metastases r. 10 
2. Le cancer de l'ovaire 14 
2.1. Le developpement d'un cancer de l'ovaire 15 
2.2. Les cellules epitheliales de l'ovaire 17 
2.3. Suivi et traitement des cancers de l'ovaire 23 
3. La famille des mucines 24 
3.1. Les fonctions associees aux mucines 26 
3.2. Les mucines et le cancer 28 
II 
4. CA125/MUC16 30 
4.1. La structure et les domaines de CA125 31 
4.2. Les interactions de CA125 avec d'autres proteines 37 
4.3. Les fonctions associees a CA125 38 
5. Modeles d'etudes utilises et resultats obtenus par le laboratoire 39 
5.1. Le modele perte de fonction 39 
5.2. Le modele gain de fonction 40 
5.3. Resultats obtenus jusqu'a present par le laboratoire 43 
5.4. Hypothese et but du projet 46 
Materiel et methodes 48 
6. Lignees cellulaires utilisees et culture cellulaire 48 
7. Construction des lentivirus 52 
7.1. Isolation de l'insert CTD 52 
7.2. Construction du vecteur pLenti/Adapteur CTD 54 
7.3. Transformation de bacteries STBL-3 competentes 55 
7.4. Analyse des vecteurs pLenti/Adapteur CTD positifs 56 
7.5. Production des lentivirus 57 
8. Infection des lignees cellulaires et etablissement de populations stables 60 
9. Validation des populations cellulaires 62 
9.1. Extraction d'ARN et RT PCR 62 
9.2. Immunobuvardage de type Western 64 
9.3. Immunofluorescence 66 
III 
10. Comparaison de la morphologie cellulaire 69 
11. Formation de foyers post confluence 69 
12. Croissance en presence d'ancrage limite 69 
13. Formation de spheroides.. 70 
14. Experience de migration par blessure de la monocouche cellulaire 71 
15. Clonogenicite surplastique 71 
16. Sensibilite au cisplatin 72 
17. Microscopie electronique a transmission 72 
18. Immunofluorescence 73 
19. Formation de tumeurs chez des souris 74 
20. Western ....75 
21. Exposition des cellules au HGF. 76 
Resultats 78 
22. Experiences sur les populations SKOV-3 78 
23. Evaluation de la vitesse de croissance 78 
24. Formation de foyers post-confluence 79 
25. Croissance en presence d'ancrage limite 81 
26. Croissance des populations SKOV-3 chez les souris NUDE... 82 
27. Croissance des differentes populations SKOV-3 dans la cavite intraperitoneale 
de souris SCID : 84 
28. Construction du vecteur pLenti CTD 87 
rv 
29. Infection et validation des lignees cellulaires non-transformees immortalisees 
ou non HFL-1 et NIH 3T3 92 
30. Experiences de transformation 97 
30.1. Formation de foyers post-confluence 97 
31. Infection de cellules OVN non-transformees non-immortalisees et 
validation 99 
32. Evaluation de la transformation des cellules 104 
33. Infection des lignees immortalisees OVN95T hTERT et OVN211T hTERT et 
validation 104 
34. Experiences de transformation 110 
34.1. Formation de foyers post-confluence 110 
34.2. Experience de croissance en agar mou I l l 
35. Evaluation de differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite 112 
35.1. Formation de spheroi'des 113 
35.2. Clonogenicite sur plastique.. 115 
35.3. Experience de migration par blessure de la monocouche 116 
36. Sensibilite au cisplatin 117 
37. Microscopie electronique sur les OVN95T hTERT 119 
38. Analyse du patron d'expression de proteines d'adhesion 122 
38.1. IF et Western pour la N-cadherine.. 122 
38.2. IF et Western pour la E-cadherine , 124 
38.3. IF pour la /3-catenine.... 126 
39. IF sur differentes composantes du cytosquelette 128 
V 
39.1. IF pour les cytokeratines 8 et 18 128 
39.2. IF pour la vimentine 129 
39.3. IF pour la F-actine 130 
40. Effet du CTD sur la voie du HGF 131 
Discussion 134 
41. Rappel 134 
42. Experiences faites avec les populations SKOV-3 136 
42.1. Aucun effet sur la vitesse de croissance des cellules 136 
42.2. Diminution de l'inhibition de contact chez la population SKOV-3 
CTD 137 
42.3. Augmentation de la croissance en presence d'ancrage limite 138 
42.4. La portion CTD de CA125 augmente la tumorigenicite des cellules 
chez les souris NUDE 139 
42.5. La portion CTD de CA125 diminue le temps de survie des souris 
SCID 140 
43. Infection des lignees cellulaires non-transformees immortalisees ou non 
HFL-1 etNIH3T3 141 
43.1. Aucun effet du CTD de CA125 chez les NIH 3T3 143 
43.2. L'expression du CTD de CA125 induit un leger changement de 
morphologie chez les cellules HFL-1 144 
44. Hypothese sur les bandes observees par Western 146 
45. Peu d'effet du CTD de CA125 chez des OSE.... 150 
VI 
46. Infection des OVN95T hTERT et des OVN211T hTERT 153 
47. Experiences de transformation chez les OVN95T hTERT 156 
47.1. Aucun effet du CTD de CA125 sur la formation de foyers post 
confluence chez les OVN95T hTERT 156 
47.2. L'expression du CTD de GA125 ne permet pas aux cellules de 
croitre en agar mou 157 
48. Evaluation des effets du CTD de CA125 sur differentes caracteristiques 
associees a la tumorigenicite : 158 
48.1. L'expression du CTD de CA125 n'influence pas la formation de 
spheroides chez les OVN95T hTERT 158 
48.2. La clonogenicite sur plastique des OVN95T hTERT n'est pas 
modifiee par l'expression du CTD de CA125 160 
48.3. Le CTD de CA125 n'influence pas la migration des OVN95T 
hTERT 161 
49. Le CTD de CA125 n'influence pas la resistance au cisplatin des OVN95T 
hTERT 163 
50. Analyse des jonctions cellulaires 163 
50.1. Aucune difference entre les differentes populations par microscopie 
electronique a transmission 164 
50.2. L'expression de la N-cadherine et de la E-cadherine n'est pas 
influencee par la portion CTD de CA125 165 
50.3. La portion CTD de CA125 n'influence pas le patron d'expression de 
la /3-catenine 166 
VII 
50.4. Aucun effet du CTD de CA125 sur les jonctions cellulaires et les 
proteines qui y sont associees ..167 
51. Analyse des effets du CTD de CA125 sur le cytosquelette 168 
51.1. EMT chez toutes les populations OVN95T hTERT 168 
51.2. Le CTD de CA125 n'influence pas le patron d'expression de la 
F-actine 170 
52. Analyse de la voie de signalisation du HGF 171 
Conclusion 174 
53. Les effets du CTD de CA125 semblent restreints aux cellules 
cancereuses 174 




Liste des tableaux 
Tableau 1 : Autres cancers qui peuvent etre caracterises par une augmentation de 
CA125 31 
Tableau 2 : Caracteristiques associees au gain ou a la perte de CA125 .....44 
Tableau 3 : Informations sur les lignees cellulaires utilisees 50 
Tableau 4 : Milieux de culture utilises pour chaque lignee cellulaire 51 
Tableau 5 : Concentration de blasticidine pour la selection des differentes 
lignees 61 
Tableau 6 : Anticorps utilises lors des validations 68 
Tableau 7 : Anticorps utilises lors des immunofluorescences 74 
Tableau 8 : Anticorps utilises lors des experiences de Western 77 
IX 
Liste des figures 
Figure 1 : Les six grandes caracteristiques habituellement necessaires au 
developpement d'un cancer 2 
Figure 2 : Les quatre etapes du cycle cellulaire et quelques proteines regulatrices de 
celui-ci 6 
Figure 3 : Les etapes associees a la formation de metastases 12 
Figure 4 : Le patron de formation de metastases du cancer de l'ovaire 14 
Figure 5 : Schema des etapes associees a la t ransi t ion epi thel io-
mesenchymateuse 21 
Figure 6 : Morphologie des OSE 22 
Figure 7 : Carte du chromosome 19 32 
Figure 8 : Schematisation d'une repetition 34 
Figure 9 : Sequence du domaine C-terminal de CA125 35 
Figure 10 : Structure de CA125 proposee par le groupe O'Brien en 2001 36 
Figure 11 : Validation des clones knockdowns de CA125 42 
Figure 12 : Validation des populations SKOV-3 43 
Figure 13 : Plasmides utilises lors de la construction du plasmide pLenti CTD2...52 
Figure 14 : Construction pLenti CTD 57 
Figure 15 : Les plasmides utilises pour la production de lentivirus 59 
Figure 16 : Vitesse de croissance des cellules 79 
Figure 17 : Formation de foyers post-confluence 80 
X 
Figure 18 : Nombre de colonie formee en agar mou chez les differentes populations 
SKOV-3 81 
Figure 19 : Taille des colonies formees en agar mou 82 
Figure 20 : Masses des tumeurs formees chez les souris NUDE par les differentes 
populations SKOV-3.. 83 
Figure 21 : Temps de survie des souris injectees de facon intraperitoneale avec les 
differentes populations SKOV-3 85 
Figure 22 : Quantite d'implants macroscopiques retrouvee chez differentes souris 
injectees de facon intraperitoneale avec les differentes populations SKOV-3 86 
Figure 23 : Masse des implants macroscopiques retrouvees chez differentes souris 
injectees de facon intraperitoneale avec les differentes populations SKOV-3.. 89 
Figure 24 : Minipreps de colonies transformees par des pLenti6V5/Adapteur 
CTD 85 
Figure 25 : Validation du clone pLenti CTD2 90 
Figure 26 : Nomenclature utilisee pour les populations etablies.... 91 
Figure 27 : Efficacite d'infection des NIH 3T3 et des HFL-1 92 
Figure 28 : Morphologie des differentes populations NIH 3T3 et HFL-1 93 
Figure 29 : Validation des populations NIH 3T3 CTD2 et HFL-1 CTD2 par 
RTPCR 95 
Figure 30 : Western pour la validation des populations CTD2 96 
Figure 31 : Experience de foyers post confluence chez les NIH 3T3 98 
Figure 32 : Efficacite d'infection des OVN321T, OVN225T et des OVN221T 99 
Figure 33 : Morphologie des populations OVN221T, OVN225T et OVN321T...101 
^ 
XI 
Figure 34 : Validation des populations OVN221T CTD2 par RT PCR 102 
Figure 35 : Western pour la validation des populations OVN221T CTD2 103 
Figure 36 : Efficacite d'infection des OVN95T hTERT et OVN21 IT hTERT....105 
Figure 37 : Morphologie des differentes populations OVN95T hTERT et 
OVN211T hTERT 106 
Figure 38 : Validation des populations OVN95T hTERT CTD2 par RT PCR 107 
Figure 39 : Western pour la validation des populations OVN95T hTERT 
CTD 108 
Figure 40 : Validation des populations OVN95T hTERT et OVN211T hTERT par 
IF 109 
Figure 41 : Experience de foyers post-confluence chez les OVN95T hTERT 111 
Figure 42 : Formation de spheroides 114 
Figure 43 : Viabilite des cellules qui forment les spheroides 115 
Figure 44 : Efficacite d'ensemencement des populations OVN95T hTERT 116 
Figure 45 : Experience de migration par blessure de la monocouche 117 
Figure 46 : Sensibilite des populations OVN95T hTERT au cisplatin 119 
Figure 47 : Microscopie electronique 121 
Figure 48 : IF pour la N-cadherine chez les populations OVN95T hTERT 123 
Figure 49 : Western pour la N-cadherine chez les populations OVN95T 
hTERT .....124 
Figure 50 : IF pour la E-cadherine chez les populations OVN95T hTERT 125 
Figure 51 : Western pour la E-cadherine chez les populations OVN95T 
hTERT 126 
XII 
Figure 52 : IF pour la p-catenme chez les populations OVN95T hTERT 127 
Figure 53 : IF pour les cytokeratines 8 et 18 chez les populations OVN95T 
hTERT 129 
Figure 54 : IF pour la virnentine chez les populations OVN95T hTERT 130 
Figure 55 : IF pour la F-actin chez les populations OVN95T hTERT 131 
Figure 56 : Exposition des populations OVN95T hTERT au HGF 133 
Liste des sigles, abreviations et symboles 
ADN: Acide desoxyribonucleique 
AEBSF : 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochloride 
ARN: Acide ribonucleique 
bFGF : Basic fibroblast growth factor 
BRCA1: Breast cancer 1 
BRCA2: Breast cancer 2 
CA125: Cancer antigen 125 
C-terminal: Carboxy terminal 
CTD: Domaine carboxy-terminal 
Cellules NK: Cellules natural killer 
DAPI:4'6-diamidino-2-phenylindole-2HCl 
DEPC: Diethylpyrocarbonate 
DMEM : Dulbecco's modified Eagle's medium 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA : Ethylene glycol bis(2-aminoethyl ether)tetraacetic acid 
EMT: Transition epithelio-mesenchymateuse 
EV: Empty vector 
FGFR2: Fibroblast growth factor receptor-2 
FSP1: Proteine specifique des fibroblastes-1 
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GFP: Green fluorescent protein 
HGF: Hepatocyte growth factor 
HRP: Horseradish peroxidase 
IL-6: Interleukine-6 
IF : Immunofluorescence 
JNK : C-jun N-terminal kinase 
MAPK : mitogen-activated protein kinase 
MEC : Matrice extracellulaire 
MET : Transition mesenchymateuse-epitheliale 
MFs : Microfilaments 
NP-40 : Nonidet P-40 
N-terminal: Amino terminal 
NUDE : Nue / sans pelage 
OSE : Cellules epitheliales de l'ovaire 
PAK1 : p21-activated kinase 1 
PCR: Polymerase chain reaction 
PBS: Phosphate buffered saline 
PDGF : Platelet-derived growth factor 
pRb: Retinoblastoma protein 
PVDF: Polyvinylidine difluoride 
RT-PCR: Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
SCID: Severe combined immunodeficiency 
scFv: Single-chain fragment variable 
SDS: Sodium dodecyl sulphate 
SEA: Sea urchin enterokinase 
TAE: Tris-acetate-EDTA buffer 
TGFjS: Transforming growth factor /3 
TNF-oc: Tumor necrosis factor-a 
VEGF: Vascular endothelial growth factor 
XVI 
Introduction 
1. Le cancer 
Le cancer est actuellement la principale cause de mortalite au Canada devancant de peu les 
maladies cardio-vasculaires. II est estime que 40% des femmes et que 45% des hommes 
seront atteints d'un cancer au cours de leur vie. II existe plusieurs types de cancers dont la 
frequence varie grandement. Les plus communs sont entre autres les cancers du poumon, 
du sein et de la prostate. Les differents types de cancer possedent egalement des 
pronostiques qui varient grandement. Ainsi, le cancer du sein est actuellement dote d'un 
bon taux de remission et de guerison comparativement au cancer de l'ovaire qui est 
caracterise par un taux eleve de mortalite (CANADIAN CANCER STATISTICS, 2008). 
Malgre les nombreuses differences entre les divers types de cancer, les principes qui 
gouvernent le developpement d'un cancer demeurent sensiblement les memes d'un type a 
l'autre. Pour qu'une cellule devienne cancereuse, elle doit subir un certain nombre de 
mutations genetiques qui modifient sa croissance normale ainsi que les processus qui 
maintiennent son homeostasie (HANAHAN et WEINBERG, 2000). Ces mutations agissent 
generalement au niveau de six grands axes qui protegent l'organisme contre le 
developpement de cancers. Ces mutations qui transforment des genes dits proto-oncogenes 
en oncogenes ou qui entrainent la surexpression de genes a caracteristiques oncogeniques 
agissent souvent directement sur un ou plusieurs des grands axes presentes dans les 
paragraphes qui suivent. Ces grands axes peuvent egalement etre deregules par des 
1 
mutations qui desactivent des genes suppresseurs de tumeurs souvent responsables du 
controle de l'homeostasie. 
J 
Figure 1 : Les six grandes caracteristiques habituellement necessaires au developpement d'un cancer 
L'autosuffisance par rapport aux signaux de croissance (en vert), l'insensibilite face aux facteurs inhibiteur de 
croissance (en jaune), la resistance a l'apoptose (en gris), rimmortalisation des cellules (en bleu), 
l'angiogenese (en rouge) et l'invasion et la formation de metastase (en mauve) (Tire de HANAHAN et 
WEINBERG, 2000). 
1.1. Autosuffisance par rapport aux signaux de croissance 
Chez un organisme normal, la croissance des cellules est controlee par des signaux de 
croissance. Ainsi, pour proliferer, les cellules doivent recevoir des signaux de croissance 
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qui se trouvent souvent dans le milieu extracellulaire. Ce sont les cellules elles-memes ou 
les cellules avoisinantes qui produisent ces signaux sous forme de molecules solubles 
(facteurs de croissance, morphogene) ou insolubles (element de la matrice extracellulaire). 
Les signaux de croissance captes par une cellule sont ensuite transmis vers le milieu 
intracellulaire pour y etre interpreter et apporter les changements requis (HANAHAN et 
WEINBERG, 2000). Lors du developpement d'un cancer, les cellules developpent souvent 
une autosuffisance par rapport a ces signaux de croissance. Cette autosuffisance peut etre 
acquise a travers la formation de boucles autocrines ou a travers la surexpression des 
recepteurs de facteurs de croissance (HANAHAN et WEINBERG, 2000). Lors du 
developpement de boucles autocrines, les cellules se mettent a secreter des signaux de 
croissance afin de stimuler leurs propres recepteurs de croissance. Ces boucles autocrines 
permettent aux cellules de devenir plus independantes du milieu extracellulaire dans lequel 
elles se trouvent. Certaines proteines secretees par les cellules cancereuses et qui 
participent a des boucles de proliferation sont d'ailleurs considerees des oncogenes. Le 
platelet-derived growth factor (PDGF) en est un exemple (HERMANSSON et al, 1988). 
En ce qui a trait a la surexpression de recepteurs de croissance, elle permet d'amplifier la 
reponse des cellules aux signaux de croissance presents en concentration normale dans le 
milieu environnant. Comme c'etait le cas pour les facteurs de croissance, certains 
recepteurs de croissance sont considered comme des oncogenes. Les cellules cancereuses 
peuvent egalement utiliser d'autres moyens afin d'obtenir leur independance des signaux de 
proliferation. Certains cancers expriment des recepteurs de croissance qui contiennent des 
mutations qui les rendent constitutivement actifs, et ce, meme en l'absence de leur ligand. 
Meme si le developpement d'une independance aux facteurs de croissance confere un 
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avantage considerable aux cellules, cela ne suffit pas toujours au developpement d'un 
cancer. 
1.2. Insensibilite face aux facteurs inhibiteurs de croissance 
Afin de maintenir et de mieux controler l'homeostasie cellulaire, des signaux inhibiteurs de 
croissance et de differenciation cellulaire existent parallelement aux facteurs de croissances. 
La balance entre ces differents types de signaux permet a rorganisme de reguler 
etroitement l'homeostasie de la proliferation cellulaire. Encore une fois, ces signaux se 
retrouvent sous forme de molecules solubles ou insolubles retrouvees dans le milieu 
extracellulaire, au niveau des composantes de la matrice extracellulaire ou a la surface 
meme des differentes cellules. Les molecules inhibitrices de la proliferation agissent 
generalement de deux facons : en encourageant les cellules a entrer en GO (etape latente du 
cycle cellulaire) ou en poussant les cellules a se differencier en un type cellulaire qui ne 
prolifere plus (HANAHAN et WEINBERG, 2000). 
Les cellules cancereuses deviennent souvent relativement insensibles aux differents signaux 
qui cherchent normalement a controler et a inhiber leur croissance. Cette insensibilite peut 
prendre plusieurs formes. Ainsi, de nombreuses cellules cancereuses possedent des genes 
suppresseurs de tumeur inactives ou mutes qui ne sont plus en mesure de controler ou 
d'arreter le cycle cellulaire a des etapes specifiques comme ce serait normalement le cas. 
La proteine du retinoblastome (pRb) est un exemple concret de ce phenomene. Cette 
proteine est un suppresseur de tumeur qui regule negativement le cycle cellulaire en 
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inhibant l'expression de genes necessaires a la phase S du cycle cellulaire (WEINBERG, 
1995). Les cellules cancereuses peuvent avoir recourt a plusieurs differentes strategies pour 
empecher un gene suppresseur de tumeur de remplir ses fonctions habituelles. Des 
mutations ou des deletions genomiques peuvent entrainer la perte de l'expression de la 
proteine ou son inactivation. Chez certaines cellules cancereuses, la resistance aux facteurs 
inhibiteurs de croissance passe par des modifications au niveau des recepteurs de ces 
signaux. On retrouve ainsi des cellules dont l'expression de certains recepteurs a 6te 
fortement diminuee ou des recepteurs mutes inactifs. Les modifications cellulaires qui 
entrainent la resistance aux facteurs inhibiteurs de croissance agissent parfois de facon 
indirecte tout en gardant le meme impacte global. Par exemple, une diminution de 
l'expression des recepteurs membranaires du transforming growth factor /5 (TGF/3), une 
proteine qui aide a maintenir l'activite pRb, peut simuler une perte d'expression de pRb ou 
une mutation qui entraine une perte de fonction (MARKOWITZ et ah, 1995). Bien que 
1'inactivation ou la perte d'une proteine puisse entrainer des effets incontournables au 
niveau de la reponse aux facteurs inhibiteurs de croissance, des changements moins 
drastiques peuvent egalement avoir des effets similaires. Des modifications dans le patron 
d'expression de certaines families de proteines en sont un exemple. De telles modifications 
peuvent etre observees au niveau de certaines molecules d'adhesion presentes a la surface 
des cellules telles que les integrines (SHIELD et al, 2007). La concentration des proteines 
inhibitrices de croissance se voit alors diminuee au profit des proteines qui detiennent des 
fonctions qui favorisent la croissance et la proliferation des cellules (HANAHAN et 
WEINBERG, 2000; SHIELD et al, 2007). 
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Figure 2 : Les quatre etapes du cycle cellulaire et quelques proteines regulatrices de celui-ci 
Gl (premiere etape de croissance), S (l'etape de la replication de l'ADN), G2 (deuxieme etape de croissance) 
et la phase M (l'etape de la mitose cellulaire). Plusieurs proteines impliquees dans la regulation du cycle 
cellulaire sont egalement indues illustrees (Tire de HERRUP et YANG, 2007) 
1.3. Resistance a I'apoptose 
Comme mentionne dans les sections precedentes, les facteurs de croissances, les facteurs 
inhibiteurs de croissance et la differenciation cellulaire peuvent controler la proliferation 
des cellules. Toutefois, il est maintenant evident que la densite et la vitesse de croissance 
des cellules ne sont pas seuleriient dependantes de la proliferation de ces dernieres. Un 
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autre facteur important qui influence la croissance d'une population de cellules est leur 
susceptibilite a l'apoptose. L'apoptose est un processus naturel de mort cellulaire present 
chez toutes les cellules. Lors du developpement d'un cancer, on retrouve frequemment une 
ou plusieurs mutations ou variations d'expression qui affectent la capacite des cellules a 
entrer en apoptose (LOWE et LIN, 2000). La resistance a l'apoptose est d'ailleurs l'une des 
caracteristiques des cellules cancereuses les plus connues. Pour developper cette resistance, 
deux voies peuvent etre exploiters par les cellules cancereuses. D'un cote, les cellules 
peuvent devenir resistantes aux differents signaux extracellulaires ou intracellulaires qui 
visent a induire l'apoptose. De l'autre cote, les cellules peuvent developper des mutations 
ou inhiber 1'expression de genes impliques directement dans la cascade apoptotique et 
inhiber celle-ci. Encore une fois, de nombreux oncogenes connus agissent. directement au 
niveaude l'apoptose. L'un des plus connus est l'oncogene Bcl-2, une proteine avec des 
fonctions anti-apoptotiques qui encourage ainsi la proliferation de nombreuses cellules 
cancereuses (VAUX et al, 1988). La resistance a l'apoptose facilite egalement l'apport de 
nouvelles mutations genetiques. En effet, l'un des roles de p53, un suppresseur de tumeur 
inactive ou mute dans un grand nombre de cancers, est d'induire l'apoptose lorsque le 
genome de la cellule devient trop endommage ou lorsque la cellule est en presence 
d'instability genomique (LOWE et LIN, 2000; LOWE et al, 1993; KARLSEDER et al, 
1999). En l'absence d'un p53 fonctionnel, les cellules deviennent plus susceptibles a 
l'apparition de mutations qui peuvent favoriser le developpement de cancers (ZIEGLER et 
al, 1994). 
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1.4. L'immortalisation des cellules 
Des leur naissance, les cellules somatiques normales sont limitees dans le nombre de 
division cellulaire qu'elles peuvent effectuer avant de cesser leur proliferation et d'entrer en 
senescence. L'un des facteurs determinant du vieillissement des cellules somatiques est le 
raccourcissement graduel des telomeres qui se produit a chaque division cellulaire 
(HARLEY, 1991). Une cellule normale peut se diviser un maximum de 40 a 60 fois 
(HAYFLICK, 2000) et ce, independamment des signaux de survie pouvant etre recus des 
cellules adjacentes ou du milieu environnant (HANAHAN et WEINBERG, 2000). Pour 
qu'une tumeur puisse se developper, les cellules precancereuses acquierent des mutations 
genetiques qui leurs permettent de se diviser indefiniment. L'inactivation de certains 
suppresseurs de tumeur entraine parfois la protection des cellules cancereuses de la 
senescence. L'activation de la telomerase est un autre facteur present chez la majorite des 
cellules cancereuses (KIM et al, 1994). Cette activation permet de maintenir la longueur 
des telomeres au dessus du point critique qui normalement marquerait l'entree de cellules 
en senescence (KIM et al, 1994). Pres de 80 a 90% des cellules cancereuses arrivent a 
maintenir la longueur de leurs telomeres en surexprimant 1'enzyme de la telomerase (SHAY 
et BACCHETTI, 1997). Bien que la telomerase semble jouer un role clef dans 
1'immortalisation des cellules cancereuses, d'autres mutations ou surexpression pourraient 
egalement jouer des roles similaires ou agir conjointement avec l'activation de la 
telomerase afin d'immortaliser les cellules (REDDEL, 1998). 
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1.5. L'angiogenese 
Pour survivre, toutes les cellules qu'elles soient cancereuses ou normales ont besoin d'un 
apport fiable en nutriment. Le processus de l'angiogenese est etroitement controle par des 
facteurs pro-angiogeniques et par des facteurs anti-angiogeniques (HANAHAN et 
WEINBERG, 2000). Ce processus est d'une importance capitale pour le developpement de 
nouveaux tissus en permettant l'apport en nourriture aux cellules. Les tumeurs cancereuses 
ne font pas exception a la regie. Pour qu'une tumeur solide se developpe et atteigne une 
taille superieure a 2-3 mm de diametre, elle doit obligatoirement stimuler le processus 
d'angiogenese afin d'assurer son approvisionnement en oxygene et autres elements 
essentiels a son developpement (GIMBRONE et al, 1972). La capacite de stimuler 
l'angiogenese apparait souvent au niveau des lesions preneoplasiques soit, avant meme le 
developpement d'une tumeur (HANAHAN et WEINBERG, 2000). Afin de promouvoir 
l'angiogenese, les tumeurs cancereuses utilisent plusieurs strategies ou combinaison de 
strategies pour renverser la delicate homeostasie entre les facteurs pro- et anti-
angiogeniques. Ainsi, certaines tumeurs sont en mesure de surexprimer des facteurs qui 
stimulent l'angiogenese tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF) et le basic 
fibroblast growth factor (bFGF). Dans le meme ordre d'idee, les tumeurs peuvent 
egalement sous exprimer des proteines inhibitrices de l'angiogenese comme la 
thrombospondin-1 (FOLKMAN, 2006; WATNICK et al, 2003). D'autres tumeurs encore 
arrivent a mobiliser des proteines qui favorisent l'angiogenese en provenance de la matrice 
extracellulaire. Egalement, certaines tumeurs recrutent des cellules du systeme immunitaire 
comme les macrophages qui secretent des proteines pro-angiogeniques afin promouvoir leur 
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vascularisation (SIERRA et al, 2008). Bien que les processus qui menent a la variation de 
la secretion de differents facteurs qui controlent Fangiogenese "demeurent en partie 
meconnus, l'inactivation de certains suppresseurs de tumeurs ainsi que Fapparition de 
certains oncogenes peut faire varier l'expression de facteurs relies au controle de 
Fangiogenese (RAK et al, 1995; DAMERON et al, 1994). 
1.6. L'invasion et la formation de metastase 
La mortalite associee aux differents cancers peut etre reliee, dans la majorite des cas, a la 
formation de metastases (SIMPSON et al, 2008; GUPTA et MASSAGUE, 2006). 
Heureusement, le processus de formation de metastases est un processus relativement peu 
efficace et les cellules cancereuses doivent franchir de nombreux obstacles avant de reussir 
a s'implanter a de nouveaux endroits (POSTE et FIDLER, 1979). Parmi ses obstacles, on 
retrouve Fanoikose. L'anoikose est en fait une forme d'apoptose qui survient chez les 
cellules lors de Fabsence d'ancrage (FRISCH et FRANCIS, 1994). Puisque Fanoikose 
emprunte des voies de signalisation qui convergent avec celles de Fapoptose, une 
augmentation de la resistance a Fapoptose chez les cellules cancereuses augmente souvent 
les chances de ces dernieres de survivre a Fanoikose. La resistance accrue a Fanoikose est 
importante lorsque les cellules cancereuses se detachent de la tumeur primaire et qu'elles 
entrent dans le systeme sanguin ou lymphatique dans le but de former des metastases 
distantes de la tumeur primaire (NIKIFOROV et al, 1996). Une cellule en mesure de 
former des metastases presente aussi des differences au niveau de ses proprietes d'adhesion 
cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire (JOHNSON, 1991). Ces nouvelles 
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proprietes d'adhesion peuvent entre autre permettre a la cellule cancereuse de se detacher 
de la tumeur primaire et d'adherer a un tissu ou a un organe eloigne afin de s'y implanter. 
Une autre caracteristique des cellules metastatiques est leur habilite a exprimer des 
proteines qui permettent la degradation de composantes de la matrice extracellulaire 
(SHIELD et al, 2007). Ceci permet aux cellules d'envahir des tissus ou des organes et d'y 
former des metastases potentiellement letales (COUSSENS et WERB, 1996). La capacite 
de migration est une autre caracteristique importante des cellules cancereuses qui cherchent 
a former des metastases (GUPTA et MASSAGUE, 2006). La capacite de migration des 
cellules cancereuses est particulierement importante lors de l'entree et de la sortie de ces 
cellules du systeme circulatoire emprunte soit lors de l'intravasation et lors de 
1'extravasation. Ces etapes requierent generalement des modifications dans l'expression de 
certaines proteines chez les cellules. Ainsi, chez les cellules epitheliales, le phenomene 
d'intravasation est souvent precede d'une diminution de l'expression de la E-cadherine, 
d'une augmentation de l'expression de la N-cadherine, d'une transition epithelio-
mesenchymateuse et de l'expression de molecules pouvant degrader la matrice 
extracellulaire (YILMAZ et CHRISTOFORI, 2009). Ces modifications, permettent aux 
cellules de quitter la tumeur primaire et de migrer vers un systeme circulatoire en degradant 
les elements de la matrice extracellulaire qui pourraient leurs faire obstacle. Lors de 
1'extravasation, 1'adhesion rapide des cellules se trouvant dans le systeme circulatoire 
devient essentielle. Cette adhesion depend tout d'abord de certaines integrines exprimees 
par les cellules cancereuses et de la E-selectine des cellules endotheliales. Par la suite, une 
adhesion plus solide des cellules vehiculee par les integrines et des molecules de la famille 
des immunoglobulines telles que la VCAM-1 permet aux cellules d'entreprendre 
1'extravasation (ZETTER, 1993). La selection in vivo qui survient a toutes les etapes du 
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processus de formation de metastases encourage l'heterogenicite des cellules cancereuses et 
favorise souvent le developpement de foyers de cellules cancereuses moins sensibles aux 
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Figure 3 : Les etapes associees a la formation de metastases 
Des cellules se detachent de la tumeur primaire et migrent vers le systeme lymphatique ou sanguin 
(intravasation). Les cellules ayant developpe une resistance a l'anoikose arrivent a survivre lors de leur 
parcours dans le systeme lymphatique ou sanguin. Les cellules cancereuses adherent a une paroi distante de la 
tumeur primaire et migrent hors du systeme circulatoire emprunte (extravasation). Les cellules implantees 
dans leur nouveau milieu y pro liferent et l'envahissent pour former des metastases (Tiree de SIMPSON et al, 
2008) 
Le cancer de l'ovaire possede un processus de formation de metastases relativement unique. 
Toutefois, les differentes caracteristiques associees aux cellules cancereuses capables de 
former des metastases demeurent globalement les memes. Contrairement aux autres 
cancers, le cancer de l'ovaire n'emprunte que rarement le systeme sanguin ou lymphatique 
lors de sa dissemination. La formation de metastases chez ce cancer passe plutot par le 
relachement d'agregats de cellules cancereuses en provenance de la tumeur primaire dans le 
liquide intraperitoneale et ainsi par la formation d'ascite (NAORA et MONTELL, 2005). 
Les agregats de cellules forment alors des spheroides qui sont libres de s'implanter au 
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niveau des cellules mesotheliales qui recouvrent le peritoine et d'y former des metastases. 
La formation de spheroi'des favorise la dissemination du cancer de l'ovaire de differentes 
facons. La formation de spheroi'des represente une solution simple au probleme que 
represente 1'anoikose lors de la dissemination du cancer. Les interactions cellule-cellule 
retrouvees a meme les spheroi'des pourraient en effet remplacer temporairement les signaux 
de survie habituellement fournis par la matrice extracellulaire. Les spheroi'des expriment 
d'ailleurs des patrons de proteines d'adhesion differents de ceux retrouves chez les cellules 
normales ou meme de ceux retrouves chez les cellules qui composent la tumeur primaire. 
Une proliferation, bien que moderee par rapport a leurs contreparties ancrees sur de la 
matrice extracellulaire, a meme ete observee chez les cellules qui forment les spheroi'des. 
Les spheroi'des peuvent egalement etre formees de differents types de cellules (SHIELD et 
al, 2007). II est done possible que cette heterogenicite de cellules permette a certaines 
cellules presentes au niveau d'un sphero'ide de deployer certaines fonctions au moment 
opportun afin de former des metastases. Finalement, il a ete demontre que les spheroi'des 
sont en mesure de secreter certaines proteines essentielles a 1'invasion des cellules 
mesotheliales qui recouvrent le peritoine et des organes sous-jacents (SHIELD et al, 2007). 
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Figure 4 : Le patron de formation de metastases du cancer de l'ovaire 
Des agregats de cellules cancereuses se detachent de la tumeur primaire de l'ovaire et se repandent dans le 
liquide intraperitoneal sous forme de spheroides. Les spheroi'des se dispersent librement dans la cavite 
intraperitoneale et certaines adherent aux cellules mesotheliales qui recouvrent le peritoine. Une fois 
adherees, les cellules cancereuses envahissent les tissus ou organes a proximites et forment des metastases 
(Tiree de SHIELD et al, 2005). 
2. Le cancer de l'ovaire 
Le cancer de l'ovaire est souvent caracterise par un mauvais pronostique. Au Canada, pres 
de 2 200 nouveaux cas de cancers ovariens sont diagnostiques chaque annee. Le cancer de 
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l'ovaire est actuellement le cancer gynecologique le plus mortel et la cinquieme cause de 
mortalite par cancer chez les femmes. Le pourcentage de survie apres 5 ans a ete evalue a 
40% (Canadian Cancer Statistics, 2008), cependant ce taux chute drastiquement apres 6 ans 
pour devenir presque nul (DUBOIS et al, 2003). La forte mortalite associee a ce cancer est 
en grande partie reliee au fait que les stades precoces de la maladie sont asymptomatiques. 
Ainsi, les cancers ovariens sont souvent diagnostiques a des stades avances de la maladie 
(LANDEN et al, 2008). Chez pres de 75% des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire, 
la maladie a deja formee des metastases au moment du diagnostique (BAST et al, 1998). 
En plus des metastases, on observe souvent la presence du liquide intraperitoneal qui 
comprend des spheroi'des de cellules cancereuses que Ton appelle ascite chez les femmes 
atteintes de ce cancer (COLOMBO et al, 2006). Le developpement d'outils de 
diagnostiques precoces et la decouverte de nouvelles cibles therapeutiques sont importants 
pour pouvoir combattre efficacement cette maladie. 
2.1 Le developpement d'un cancer de l'ovaire 
Plusieurs facteurs augmentent les chances de developper un cancer de l'ovaire. Par 
exemple, l'incidence de ce cancer augmente avec l'age (COLOMBO et al, 2006). 
Egalement, une predisposition genetique a ce type de cancer est presente chez 5 a 10%> des 
patientes qui le developpent (COLOMBO et al, 2006). Cette predisposition genetique est 
souvent traduite par des mutations au niveau des genes BRCA1 et BRCA2 (ANTONIOU et 
al, 2003). Ainsi, les risques de developper un cancer de l'ovaire serait de 40% chez les 
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porteuses d'un gene BRCA1 mute et de 10% chez les porteuses d'un gene BRCA2 mute 
(ALETTI et al., 2007; ANTONIOU et al., 2003). 
Plusieurs hypotheses tentent d'expliquer quels facteurs initieraient le developpement de la 
maladie. Selon l'hypothese de Fathalla en 1971, le processus d'ovulation abimerait les 
cellules epitheliales de l'ovaire et les predisposeraient a Faccumulation de mutations 
genetiques qui pourraient mener au developpement d'un cancer (FATHALLA, 1971). 
Cette hypothese est appuyee par le fait que la diminution du nombre de cycle menstruel, les 
grossesses, la lactation et l'utilisation de contraceptifs oraux sont tous des facteurs qui 
entrainent une diminution du risque de developper un cancer de l'ovaire (WHITTMORE et 
al., 1992). 
Une deuxieme hypothese implique les kystes d'inclusion dont l'abondance augmente avec 
l'age. Les kystes d'inclusion sont des capsules fermees qui se retrouvent a la surface ou a 
l'interieure de l'ovaire. lis seraient vraisemblablement formes lors de la reparation rapide 
de la surface de l'ovaire suite a une ovulation (AUERSPERG et al., 2001). Comme a la 
surface d'un ovaire normal, on retrouve une monocouche de cellules epitheliales a 
l'interieure des kystes d'inclusion. Comparativement aux cellules epitheliales a la surface 
des ovaires, on retrouve souvent chez les cellules epitheliales des kystes d'inclusion des 
pheno types alteres qui semblent indiquer une transition vers un etat metaplasique. A ce 
moment, il n'est pas rare que les cellules expriment des marqueurs retrouves au niveau des 
neoplasmes de l'ovaire tel E-cadherine et CA125 (AUERSPERG et al., 2001). Des 
neoplasmes de l'ovaire sont d'ailleurs retrouves plus frequemment au niveau des kystes 
d'inclusion qu'a la surface des ovaires (DELIGDISCH et al., 1995). Bien que la raison 
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pour laquelle les neoplasmes sont plus frequemment retrouves dans les kystes d'inclusion 
demeure inconnue, quelques hypotheses ont ete avancees. Ainsi, il est possible que le 
developpement de neoplasmes soit encourage par la stimulation autocrine des cellules 
epitheliales qui s'y trouvent (AUERSPERG et ah, 2001). En effet, les cytokines et les 
hormones secretees par ces cellules demeurent prisonnieres des kystes d'inclusion et y sont 
ainsi concentrees (WU et ah, 1993). Certaines cytokines telles que le tumor necrosis 
factor-a (TNF-a) peuvent agir indirectement comme agent mutagene chez de nombreux 
types de cellules et pourraient encourager ainsi 1'accumulation de mutations et le 
developpement de neoplasmes (YAN et ah, 2006). Egalement, les cellules epitheliales de 
l'ovaire (OSE) des kystes d'inclusion ne sont pas separees du stroma par la tunica 
albuginea. Cette particularite fait en sorte que ces cellules sont plus exposees aux differents 
facteurs de croissances et cytokines secretes par les cellules stromales ainsi qu'aux 
differents agents bioactifs retrouves dans le sang. Cette exposition accrue a des agents 
divers pourrait promouvoir le developpement de neoplasmes (AUERSPERG et ah, 2001). 
2.2 Les cellules epitheliales de l'ovaire 
II existe plusieurs types et sous types de cancers de l'ovaire qui different par le genre de 
cellule a la base du developpement de la tumeur d'origine. Environ 90% des cancers 
ovariens se developpent a partir des cellules epitheliales de l'ovaire (ALETTI et ah, 2007; 
COLOMBO et ah, 2006). Ainsi, lorsqu'on parle du cancer de l'ovaire, on fait 
generalement reference au cancer epithelial de l'ovaire. 
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L'epithelium de l'ovaire est forme d'une couche unique de cellules epitheliales qui ne 
represente que 1% de l'ovaire normal (OKAMURA et al, 2006). L'epithelium de l'ovaire 
est en fait une continuite du mesothelium peritoneal (OKAMURA et al, 2006). Pendant 
bien des annees, les cellules epitheliales de l'ovaire ont ete ignorees par la communaute 
scientifique puisqu'elles ne representaient qu'une infime portion de l'ovaire en generate. 
En fait, certains croyaient m&ne que ces cellules n'etaient pas presentes chez toutes les 
femmes. Cette croyance erronee vient du fait que les cellules epitheliales qui recouvrent 
l'ovaire s'en detachent tres facilement et done, qu'il n'est pas rare de retrouver des ovaires 
depourvus de leur epithelium a la suite de certaines interventions chirurgicales 
(AUERSPERG et al, 2001). Les cellules epitheliales de l'ovaire presentent quelques 
particularites qui les differencient des autres cellules epitheliales. Contrairement a la 
plupart des epitheliums, l'epithelium de l'ovaire n'exprime pas E-cadherine mais plutot 
N-cadherine (WONG et al, 1999). N-cadherine est une proteine generalement exprimee 
par les cellules mesenchymateuses (WHEELOCK et al, 2008). Son expression chez les 
cellules epitheliales de l'ovaire illustre la dualite mesenchymateuse et epitheliale de ces 
cellules. Le caractere mesenchymateux des cellules epitheliales de l'ovaire permet 
vraisemblablement a celles-ci de reagir adequatement lors de l'ovulation. 
II existe plusieurs differences entre les cellules a caracteristiques epitheliales et les cellules 
a caracteristiques mesenchymateuses. Les cellules epitheliales se retrouvent sous forment 
de monocouche cellulaire et, lorsque placees en culture, elles ont tendance a pousser sous 
forme de plaques de cellules. Les interactions cellules-cellules sont tres presentes chez les 
cellules epitheliales. Ainsi, on retrouve generalement chez ces cellules de nombreuses 
jonctions cellulaires telles que des desmosomes, des jonctions serrees, des jonctions 
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adherentes et des jonctions communicantes. On retrouve egalement chez les cellules 
epitheliales une polarisation apicale et baso-laterale caracterisee par une distribution 
localisee de certaines molecules d'adhesions telles que les cadherines et certaines 
integrines. Les jonctions cellule-cellule observees chez les cellules epitheliales sont 
generalement regroupees sous forme d'une ceinture laterale qui fait le tour des cellules et 
les lie a ces voisines. ^lalgre la presence de nombreuses jonctions cellulaires, les cellules 
epitheliales sont en mesure de migrer. Cependant, cette migration ce fait generalement a 
meme la monocouche de cellules epitheliales dans laquelle la cellule se trouve (SCHOCK 
et PERRIMON, 2002). Finalement, on observe souvent une polarisation du cytosquelette 
d'actine chez les cellules epitheliales, une expression de la E-cadherine et l'expression de 
certaines cytokeratines (THIERY et SLEEMAN, 2006). 
Contrairement aux cellules epitheliales, les cellules dites mesenchymateuses sont beaucoup 
plus independantes les unes des autres et ne forment pas de monocouche cellulaire polarisee 
comme les cellules epitheliales. Ainsi, lorsque mises en culture, les cellules 
mesenchymateuses prennent generalement une morphologie presque fibroblastique ou 
caracterisee par quelques extensions cellulaire. Les interactions cellules-cellules formees 
par les cellules mesenchymateuses sont generalement focalisees et done beaucoup moins 
nombreuses que celles retrouvees chez les cellules epitheliales. La migration observee chez 
les cellules mesenchymateuses est generalement beaucoup plus importante que celle 
observee chez les cellules epitheliales. Contrairement aux cellules epitheliales, les cellules 
mesenchymateuses peuvent migrer sous forme de chaines ou individuellement. La 
migration de ces cellules se fait selon un processus d'extension, d'adhesion, de retraction et 
de translocation ou en rampant comme le ferait une amibe (FRIEDL, 2004). Egalement, on 
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observe generalement une diminution ou une perte de 1'expression de la E-cadherine et des 
cytokeratines chez les cellules dites mesenchymateuses. Finalement, l'expression de la 
vimentine, une proteine qui forme des filaments intermediaires, est typiquement associee 
aux cellules dites mesenchymateuses (THIERY et SLEEMAN, 2006). 
La transition epithelio-mesenchymateuse (EMT) fait reference au processus par lequel des 
cellules epitheliales se convertissent en cellules mesenchymateuses (Figure 5). Les cellules 
qui effectuent cette transition perdent alors plusieurs de leurs caracteristiques epitheliales au 
profil des caracteristiques mesenchymateuses decrites lors du paragraphe precedent. 
Plusieurs facteurs extracellulaires peuvent entrainer une EMT dont certains facteurs de 
croissance (ex : le facteur de croissance des hepatocytes (HGF), le facteur de croissance 
transformant-/3 (TGF-/3), le facteur de croissance epidermique (EGF) et le facteur 
fibroblastique de croissance (FGF)), certaines cytokines et certains elements de la matrice 
extracellulaire (ex : le collagene et l'acide hyaluronique). La transition inverse, soit la 
transition mesenchymateuse-eptiheliale (MET) existe egalement (ONG et al, 2000). 
L'expression de la E-cadherine, l'adhesion des cellules et les microfilaments d'actines 
peuvent induire la MET (THIERY et SLEEMAN, 2006; ONG et al., 2000). 
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Figure 5 : Schema des etapes associees a la transition epithelio-mesenchymateuse 
Les etapes de la transition epithelio-mesenchymateuse sont decrites. II est a noter que, comme le demontre le 
schema, le processus inverse de cette transition est egalement possible chez les cellules. Les modifications 
cellulaires entrainees par ces transitions sont indiquees dans le schema. Certains facteurs pouvant initier ces 
transitions sont egalement indiquees. Liste des abreviations : EMT = transition epithelio-mesenchymateuse, 
MET = transition mesenchymateuse-epitheliale, MEC = matrice extracellulaire, FGFR2 = Fibroblast growth 
factor receptor-2, FSP1 = proteine specifique des fibroblastes-1, MFs = microfilaments (modifiee de THIERY 
et SLEEMAN, 2006) 
Dans leur forme plus epitheliale, les OSE ont une morphologie qualifiee de squameuse a 
cuboi'dale (figure 5 et figure 6). Lorsque ces cellules effectuent une EMT, elles adoptent 
une morphologie plus fibroblastique (figure 5 et figure 6). La EMT tient une importance 
particuliere lors de l'ovulation, les OSE desertent alors la surface du follicule d'ovulation 
avant sa rupture et participent ensuite a sa reparation apres rovnlation (AUERSPERG et 
ah, 2001; KRUK et al, 1994). La reparation de la surface de l'ovaire est alors facilitee par 
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la EMT qui survient juste avant 1'ovulation et a la suite de celle-ci (AUERSPERG et ah, 
2001). Cette transition est caracterisee par un changement de morphologie et permet aux 
cellules d'augmenter leur motilite, de modifier leur capacite de proliferation et les rend plus 
contractiles. Les cellules devenues mesenchymateuses sont egalement en mesure de 
modifier la matrice extracellulaire en secretant de la laminirie et du collagene de type IV 
(AUERSPERG et ah, 2001; KRUK et ah, 1994). Les modifications apportees a la matrice 
extracellulaire par les cellules mesenchymateuses permettent aux cellules de modifier les 
potentiels de signalisation provenant des interactions cellule-matrice extracellulaire. 
Epitheliale Mesenchymateuse 
Figure 6 : Morphologie des OSE 
Les OSE en culture commencent sous leur forme epitheliale (passage 1) puis font une EMT et adoptent des 
caracteristiques et une morphologie mesenchymateuse (passage 5). Photos prises a 200X. (Modifiee de 
AUERSPERG et al, 2001) 
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Lors de la transformation de OSE en cellules cancereuses se sont les caracteristiques 
epitheliales des cellules qui sont favorisees. Ainsi, dans la majorite des cas, les cellules 
cancereuses provenant des cancers de l'ovaire possedent une morphologie epitheliale 
(AUERSPERG et al, 2001). 
2.3. Suivi et traitement des cancers de l'ovaire 
Chez plus de 80% des cancers epitheliaux de l'ovaire, on observe une augmentation serique 
d'un antigene tumoral nomme CA125 (BAST et al, 1983). La concentration serique de cet 
antigene tumoral n'est elevee que chez 1% de la population generate, 6% des femmes avec 
une maladie benigne et 28,5% des femmes porteuses de cancers non gynecologiques 
(BAST et al, 1983). Actuellement, cette proteine est l'un des outils utilises afm de suivre 
la progression du cancer de l'ovaire, de suivre la reponse du cancer aux traitements utilises 
et afin de detecter rapidement les rechutes de la maladie (ALETTI et al, 2007). CA125 est 
exprime a la surface de la pleura, du pericarde et du peritoine ainsi qu'a la surface des 
epitheliums oviductaux, endometriaux et endocervicaux (AUERSPERG et al, 2001). 
L'epithelium normal a la surface de l'ovaire n'exprime pas cette proteine (AUERSPERG et 
al, 2001). Cependant, plus de 80% des cancers epitheliaux de l'ovaire expriment CA125 
(COLOMBO et al, 2006; BAST et al, 1983). Les proprietes et caracteristiques connues de 
cette proteine seront decrites plus en detail dans les pages qui suivent. 
Le traitement des cancers de l'ovaire consiste generalement en une chirurgie agressive 
combinee avec de la chimiotherapie (OZOLS, 2002). Lors de la chirurgie, on procede 
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generalement a l'ablation de l'un ou des deux ovaires atteints et des tissus adjacents qui 
pourraient etre touches dont les trompes de Fallope, l'uterus, certains ganglions 
lymphatiques, etc. Apres la chirurgie, on precede generalement a des traitements de 
chimiotherapie. Actuellement, une combinaison de carboplatin (un parent du cisplatin) et 
de taxane (comme le taxol, aussi appele paclitaxel) est generalement employee (PICCART 
et al, 2000; DUBOIS et al, 2003). L'avantage de combiner ces deux agents tient de leurs 
differentes cibles au niveau cellules cancereuses. Ainsi, le carboplatin vise a endommager 
l'ADN alors que le paclitaxel agit plutot au niveau des microtubules et fait obstacle 
directement a la mitose cellulaire. Cette combinaison de traitement offre generalement de 
bons resultats alors que la plupart des patientes parviennent a une remission clinique 
(OZOLS, 2002). 
Malheureusement, la majorite des patientes diagnostiquees avec le cancer de l'ovaire font 
une rechute apres un temps median qui varie entre 18 et 24 mois (OZOLS, 2002). Les 
traitements utilises prennent alors la forme de traitements palliatifs puisque les nouvelles 
tumeurs sont souvent resistantes aux traitements chimiotherapeutiques ou le deviennent 
rapidement (OZOLS, 2002; ALETTI et al, 2007). 
3. La famille des mucines 
Comme mentionne plus tot, la proteine CA125 est souvent exprimee par les cellules 
epitheliales cancereuses de l'ovaire. Puisque les cellules epitheliales de l'ovaire ne 
l'expriment pas, il est logique de se demander si son expression ne confere pas un avantage 
24 
aux cellules cancereuses qui permettrait a celles-ci de former un cancer. Cependant, on ne 
connait presentement que tres peu de choses sur cette proteine. Ainsi, les paragraphes qui 
suivent resumeront les caracteristiques connues de la proteine et feront quelques paralleles a 
des proteines qui pourraient avoir des roles similaires. 
C'est en 1981 que l'equipe de Bast a genere l'anticorps OC125 a partir d'un 
cystadenocarcinome sereux humain devenu aujourd'hui la lignee cellulaire OVCA 433 
(BAST et al, 1981). Cet anticorps permettait la detection d'un antigene tumoral present 
chez plus de 80% des tumeurs epitheliales de l'ovaire non-mucineuses (BAST et al., 1981). 
Cet antigene tumoral a par la suite pris le nom de CA125. 
CA125 est code par le gene MUC16 et est une proteine de la famille des mucines (LLOYD 
et al., 1997; YIN et LLOYD, 2001). Les mucines sont des proteines exprimees a la surface 
de cellules epitheliales souvent exposees a un environnement difficile. Elles ont souvent 
comme role de proteger les cellules en formant une barriere physique a leur surface. De 
plus, plusieurs mucines agissent en tant que censeurs du milieu extracellulaire et permettent 
la transmission de signaux du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire 
(HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Les mucines sont des proteines relativement 
difficiles a etudier a cause de leur grande taille (> 250 kDa) et de leurs nombreuses 
glycosylates (GENDLER et al., 1987). 
Toutes les mucines comprennent une region de repetitions en tandem. Cette region est 
generalement riche en serine, threonine et proline (GENDLER et al., 1987). Les repetitions 
en tandem sont caracterisees par de nombreuses glycosylations en O- et en N- au niveau des 
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acides amines de prolines, de serines et d'asparagines (HOLLINGSWORTH et 
SWANSON, 2004). Chaque repetition peut compter de 5 a 100 sites de glycosylation et 
une mucine peut contenir entre 5 et 500 repetitions en tandem (HOLLINGSWORTH et 
SWANSON, 2004). 
3.1. Les fonctions associees aux mucines 
Les oligosaccharides qui glycosylent les mucines jouent un role important au niveau des 
fonctions de ces proteines. Les restrictions steriques qu'ils creent permettent en quelque 
sorte de filtrer les composantes du milieu extracellulaire. Par exemple, ils empecheraient le 
passage de certaines macro-molecules et de microorganismes vers la cellule tout en 
permettant a d'autres molecules plus petites de passer (HOLLINGSWORTH et 
SWANSON, 2004). Le reseau complexe d'oligosaccharides relie aux mucines pourrait 
egalement entrainer la sequestration et la concentration de facteurs de croissance, de 
cytokines, de chimiokines et d'autres molecules qui vehiculent differents signaux 
importants aux cellules (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). D'ailleurs, les 
cellules chez de nombreux types de cancer, en particulier les adenocarcinomes, se mettent a 
exprimer des mucines ou changent leur patron d'expression de celles-ci a la suite de leur 
transformation (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). Ainsi, de nombreux anticorps 
qui reconnaissent des epitopes de mucines sont utilises en clinique pour le diagnostique de 
differents cancers (BAST et al, 1981; PATERSON et al, 1986; MAGNANI et al, 1983). 
C'est le cas de Fanticorps OC 125 qui reconnait la mucine CA125, exprimee dans le cancer 
epitheliale de l'ovaire (BAST et al, 1981). Les types d'oligosaccharides qui glycosylent 
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une mucine peuvent changer en fonction du tissu qui l'exprime ce qui rend ces proteines 
encore plus difficile a etudier (LAN et al, 1990). 
Les mucines sont divisees en deux grandes categories : les mucines secretees et les mucines 
associees a la membrane dont fait parti CA125. La plupart des mucines secretees aident a 
former un mucus visqueux a la surface des cellules epitheliales. Parmi ce type de mucine, 
on retrouve MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 et MUC19 (DESSEYN et 
al, 2008; SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Les mucines associees a la membrane 
sont composees d'un grand domaine extracellulaire, d'un seul domaine transmembranaire et 
d'une courte queue cytoplasmique (SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Les mucines 
MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUCH, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16 et 
MUC17 font parties de cette categorie (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004; 
DESSEYN et al, 2008; SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). C'est le domaine 
extracellulaire de la proteine qui comprend la composante typiquement associee aux 
mucines, soit, les repetitions en tandem riches en serines, threonines et prolines et fortement 
glycosylees (DESSEYN et al, 2008). 
Les mucines associees a la membrane peuvent etre relachees par clivage proteolytique et 
secretees dans le milieu extracellulaire (SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Plusieurs 
de ces mucines peuvent aussi etre produites sous formes secretees par epissage alternatif 
(SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Les mucines associees a la membrane agissent 
comme senseurs de Fenvironnement extracellulaire et permettraient la transmission de 
signaux provenant de celui-ci vers le milieu intracellulaire. Ces signaux sont transmis par 
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des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation, le clivage proteolytique 
et, peut etre aussi, d'autres modifications (SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). 
3.2. Les mucines et le cancer 
Les mucines pourraient avoir plusieurs roles a jouer au niveau du developpement et de la 
progression de cancers. Ainsi, comme elles le font pour les cellules epitheliales normales, 
les mucines pourraient proteger les cellules cancereuses d'un milieu extracellulaire qui, a la 
base, n'est pas necessairement propice a leur proliferation (HOLLINGSWORTH et 
SWANSON, 2004). Les mucines pourraient done proteger les cellules de differentes 
molecules toxiques comme des acides, des molecules cytotoxiques et meme, dans certains 
cas, de certains agents chimiotherapeutiques. La capacite des mucines de filtrer les 
differentes composantes du milieu extracellulaire pourrait egalement permettre aux cellules 
de s'isoler des cellules du systeme immunitaire et des cellules stromales environnantes tout 
en capturant et en emmagasinant des molecules qui favorisent leur croissance 
(HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004). L'encombrement sterique associe aux 
mucines pourrait egalement gener 1'interaction de certaines proteines avec leur ligand 
membranaire (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004; CHATURVEDI et al, 2007). 
II a ete demontre que certaines mucines, notamment MUC1 et MUC4, sont en mesure 
d'augmenter la proliferation des cellules cancereuses et d'influencer leur degre de 
differentiation (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 2004; CHATURVEDI et al, 2007, 
TSUTSUMIDA et al, 2006). Ces memes mucines semblent egalement jouer un role au 
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niveau de l'invasion et de la formation de metastases (HOLLINGSWORTH et SWANSON, 
2004; CHATURVEDI et al, 2007). Comme mentionne lors des sections precedentes, la 
formation de metastases requiert que les cellules cancereuses puissent se detacher de la 
tumeur primaire (grace en partie a des proteines avec des fonctions anti-adhesives) et 
puissent par la suite adherer et s'etablir a un nouvel endroit (grace en partie a des proteines 
avec des proprietes adhesives). Les mucines sont des proteines dont les caracteristiques 
repondent bien a ce besoin. En effet, les differents domaines retrouves sur ces proteines 
peuvent avoir des fonctions anti-adhesives ou adhesives (HOLLINGSWORTH et 
SWANSON, 2004). Elles pourraient done jouer un role important au niveau de la 
dissemination et du developpement de metastases. Les mucines pourraient egalement 
empecher les cellules du systeme immunitaire de reconnaitre et de detruire les cellules 
cancereuses en formant un ecran protecteur grace a leur grande taille (HOLLINGSWORTH 
et SWANSON, 2004). 
Ainsi, plusieurs mucines semblent posseder des fonctions qui peuvent favoriser le 
developpement d'un cancer. MUC1 et MUC 4 seraient meme suffisant pour induire la 
transformation de certaines cellules (LI et al, 2003; DURAISAMY et al, 2006; BAFNA et 
al, 2008). Recemment, il a ete demontre que la mucine MUC 13 serait surexprimee au 
niveau des cancers de l'ovaire. Les memes recherches semblent aussi suggerer que cette 
mucine transmembranaire augmenterait la proliferation et la migration des cellules 
(CHAUHAN et al, 2009). Toutefois, la mucine MUC2 semble avoir un effet oppose et 




Comparativement a MUC1 et a MUC4, on connait actuellement tres peu de choses sur la 
mucine MUC16 aussi appelee CA125. Elle a ete decouverte en 1981 par l'equipe de Bast 
et al. qui voulait trouver des antigenes tumoraux associes aux cancers de l'ovaire arm de 
s'en servir comme cible therapeutique. C'est en developpant des anticorps contre la lignee 
de cancer de l'ovaire OVCA433 qu'ils ont isole l'anticorps OC125 et decouvert la proteine 
detectee par celui-ci, CA125 (BAST et al, 1981). CA125 est detectee chez plus de 80% 
des cancers epitheliaux non mucineux de l'ovaire avec une histologic dite sereuse, 
endometrioide, a cellules claires ou indifferenciee (BAST et al, 1981; KABAWAT et al, 
1983). Le fait que Fepithelium normal de l'ovaire n'exprime pas cette proteine pourrait 
indiquer qu'elle aurait un role a jouer au niveau du developpement ou de la progression de 
la maladie (BAST et al, 1981). Cependant, CA125 n'est pas exclusivement exprime par 
les cellules epitheliales cancereuses de l'ovaire. Plusieurs tissus du systeme reproductif et 
quelques uns a l'exterieur de celui-ci expriment egalement cette proteine (KABAWAT et 
al. 1983; NOUWEN et al, 1986). De plus, comme le demontre le tableau 1, le cancer de 
l'ovaire n'est pas la seule maladie qui entraine une augmentation serique de CA125 (BAST 
et al, 1998). Ainsi, certaines conditions benignes peuvent entrainer une augmentation de la 
concentration de la proteine. 
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Autres cancers qui peuvent etre caracterisees par un taux eleve de CA125 
Carcinome de 1'endometrium 
Carcinome de l'endocervix 
Carcinome des trompes de Fallope 
Carcinome du pancreas 
Carcinome du poumon 
Carcinome du sein 





Tableau 1 : Autres cancers qui peuvent etre caracterises par une augmentation de CA125 
(Modifie de BAST et al., 1998) 
Bien que CA125 soit une proteine membranaire, ce sont generalement les niveaux seriques 
de la proteine qui sont evalues lors des examens cliniques (BAST et al, 1983; BAST et al, 
1998). En effet, la portion extracellulaire de la proteine peut etre clivee et relachee dans le 
serum extracellulaire. Cependant, le site de clivage de CA125, les proteines responsables 
de ce clivage et le mecanisme emprunte sont encore inconnus. 
4.1. La structure et les domaines de CA125 
CA125 est code par le gene MUC16 qui se trouve sur le chromosome 19 pl3.2 tel 
qu'illustre par la figure 7 (YIN et al, 2002; KANEKO et al, 2003). La grande taille de 
31 
cette proteine et ses nombreuses glycosylations rendent 1'etude de cette proteine 
relativement difficile. Ainsi de nombreuses informations contradictoires sont presentement 























































Figure 7 : Carte du chromosome 19 
Emplacement.du gene MUC16 qui code CA125 sur le chromosome 19 a la position pl3.2. (Tiree de 
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc/index.shtml). 
Recemment, deux groupes de chercheurs ont reussis a doner simultanement le cADN de 
CA125 permettant ainsi de clarifier certaines informations sur la proteine (YIN et LLOYD, 
2001; O'BRIEN et al, 2001). Comme mentionne plus tot, CA125 est une glycoproteine 
transmembranaire de type mucine dont le poids moleculaire excederait 200 kDa et pourrait 
meme aller jusqu'a 3,5 MDa (O'BRIEN et al, 2002). Un pourcentage important du poids 
moleculaire de la proteine est relie a ses nombreuses glycosylations. Son recent clonage a 
permis de determiner qu'elle est formee de trois grands domaines : le domaine carboxy 
terminal (C-terminal), le domaine des repetitions et le domaine amino terminal (N-terminal) 
(O'BRIEN et al., 2001). Le domaine N-terminal est forme de plus de 12 000 acides amines 
(O'BRIEN et al., 2002). Ce domaine est riche en serine, threonine et proline et est 
fortement glycosyle en O et en N (O'BRIEN et al, 2002; LLOYD et al, 1997). Les 
nombreux hydrates de carbone de ce domaine ont probablement une influence sur la 
matrice extracellulaire des cellules qui expriment CA125. De plus, le domaine N-terminal 
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comprend une petite region de 74-120 acides amines vraisemblablement depourvue de 
glyeosylation qui pourrait permettre des interactions proteine-proteine (O'BRIEN et ah, 
2001). Le domaine des repetitions est un domaine extracellulaire qui se trouve entre le 
domaine N-terminal et le domaine C-terminal. II comprend les repetitions en tandems qui 
sont typiquement retrouvees chez les proteines de la famille des mucines. Les anticorps 
OC125 et Mi l utilise pour detecter CA125 reconnaissent des epitopes qui se retrouvent au 
niveau de ces repetitions. Les repetitions en tandem sont repetees 7, 20 ou meme plus de 60 
fois selon l'isoforme de la proteine (O'BRIEN et ah, 2001; DORIGO et BEREK, 2007). 
Chaque repetition est formee de 156 acides amines, est hautement conservee et comprend 
une methionine et deux cysteines completement conservees (O'BRIEN et ah, 2001). Les 
cysteines permettent la formation d'un pont disulfure au niveau de chaque repetition. 
Comme le domaine N terminal de la proteine, les repetitions en tandem de la proteine sont 
fortement O glycosylees et contiennent egalement quelques glycosylations en N. 
Le domaine N-terminal et le domaine des repetitions representent ensemble la majorite de 
la portion extracellulaire de la proteine et plus de 95% de la proteine totale. Les hydrates de 
carbone qui glycosylent ces domaines representent approximativement 24%-28% de son 
poids total (DAVIS et ah, 1986). Celles-ci seraient principalement des glycosylations en O 
mais comprendrait aussi quelques glycosylations en N (LLOYD et ah, 1997; O'BRIEN et 
ah, 2002). Ces domaines contiennent egalement plusieurs domaines SEA (Sea Urchin 
Enterokinase) dont la fonction n'est pas encore bien compris (YIN et LLOYD, 2001; 
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Figure 8 : Schematisation d'une repetition 
Un schema qui represente une repetition retrouvee au niveau du domaine des repetitions en tandem de la 
proteine CA125. On y retrouve une methionine (M) et deux cysteines (C) completement conservees d'une 
repetition a l'autre, quelques glycosylations en N, un domaine fortement glycosyle en O ainsi que les epitopes 
reconnus par les anticorps OC125 et Mi l . (Modifiee de O'BRIEN et ah, 2001). 
La proteine comprend aussi un court domaine C-terminal qui est l'objet de cette etude. 
Celui-ci comprend lui-meme une petite portion extracellulaire, une portion 
transmembranaire typique et une courte queue cytoplasmique. La portion extracellulaire de 
ce domaine ne comprend aucune homologie avec les autres domaines de la proteine et est 
done communement appelee le domaine unique. Celui-ci comprend un site potentiel de 
clivage proteolytique juxtamembranaire (O'BRIEN et al, 2001). Ce site, situe a 50 acides 
amines en amont du domaine transmembranaire, pourrait etre responsable du relachement 
de la portion extracellulaire de la proteine dans le milieu extracellulaire. Le domaine 
C-terminal de la proteine comprend aussi une serie de 25 acides amines hydrophobes qui 
representeraient vraisemblablement la portion transmembranaire de la proteine (YIN et 
LLOYD, 2001). La queue cytoplasmique de la proteine comprend 31 acides amines (YIN 
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et LLOYD, 2001). On y retrouve six sites potentiels de phosphorylation soit: trois 
tyrosines, deux threonines et une serine (O'BRIEN et al, 2001, YIN et LLOYD, 2001). 
Quelques articles ont d'ailleurs demontres que la proteine peut etre phosphorylee sur une 
serine et/ou sur une threonine (KONISHI et al, 1994; FENDRICK et al, 1997). Cette 
phosphorylation pourrait etre responsable du relachement de la portion extracellulaire de la 
proteine (FENDRICK et al, 1997). La courte queue cytoplasmique de CA125 comprend 
aussi un motif d'acide amine charge positivement que Ton retrouve en position 
juxtamembranaire et qui est present chez plusieurs autres mucines transmembranaires. Ce 
motif peut remplir plusieurs fonctions : un bon ancrage de la proteine a la membrane 
plasmique, un site potentiel de clivage enzymatique ou un signal imparfait de localisation 
nucleaire (SINGH et HOLLINGSWORTH, 2006). Le motif retrouve chez CA125 
(RRRKK) est semblable a celui retrouve chez la mucine MUC1 (RRK), une mucine dont la 
translocation nucleaire a deja ete observee (WEN et al, 2003). 
21901 tmdsvlvtvk a l f s s n l d p s lveqyf ldk t lnasfhwlgs t yq lvd ihv t emessvyqpt 
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Figure 9 : Sequence du domaine C-terminal de CA125 
Sequence en acide amine du domaine C-terminal de la proteine CA125. On y retrouve en rouge le site 
potentiel de clivage proteolytique, en gris le domaine transmembranaire, en bleu les acides amines 
susceptibles d'etre phosphoryles et en jaune le motif d'acide amine charge positivement. 
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Structure proposee pour CA125 
Figure 10 : Structure de CA125 proposee par le groupe O'Brien en 2001 
Structure proposee par le groupe de O'Brien en 2001 suite au clonage du cADN de la proteine. Elle comprend 
un domaine N-terminal fortement glycosyle en O et en N, un domaine de repetitions en tandem dont les 
repetitions pourraient etre repetees plus de 60 fois et qui comprend egalement de nombreuses glycosylations 
en O et en N, et un domaine C-terminal qui comprend un domaine unique avec un site de clivage potentiel 
juxtamembranaire et quelques glycosylations en O et en N, une courte section transmembranaire et une courte 
queue cytoplasmique avec quelques sites poteiitiels de phosphorylation. (Modifiee de O'BRIEN et ah, 2001). 
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4.2. Les interactions de CA125 avec d'autres proteines 
Bien que tres peu de choses soient connues sur CA125, quelques groupes de chercheurs ont 
ete en mesure de demontrer une interaction avec certaines proteines. Ainsi, il a ete 
demontre que la proteine etait en mesure de se Her a la galectine-1 (SEELENMEYER et al, 
2003). Les galectines sont des proteines de la famille des lectines qui sont a la fois 
intracellulaires et secretees au niveau extracellulaire. Dans le milieu extracellulaire, elles 
interagissent avec des glycoproteines situees a la surface des cellules et au niveau de la 
matrice extracellulaire (LE MERCIER et al, 2009). Dans le milieu intracellulaire, elles 
interagissent avec des proteines cytoplasmiques ou nucleaires (LE MERCIER et al, 2009). 
Les galectines sont impliquees dans de nombreux processus tels que 1'adhesion cellulaire, la 
proliferation, l'apoptose, le developpement embryonnaire et peuvent egalement influencer 
la progression tumorale (SEELENMEYER et al, 2003; LE MERCIER et al, 2009). Ainsi, 
cette association pourrait avoir un role a jouer au niveau du developpement et de la 
progression du cancer de l'ovaire. Nos collaborateurs ont egalement demontre que CA125 
lie la mesotheline (GUBBELS et al, 2006). Cette liaison serait dependante des 
glycosylations associees a CA125. De plus, la liaison de ces deux proteines pourrait 
influencer l'adhesion cellulaire et favoriser les metastases associees au cancer de l'ovaire 
(GUBBELS et al, 2006; RUMP et al, 2004). En effet, les cellules mesotheliales qui 
tapissent le peritoine expriment la mesotheline. Certaines experiences effectuees dans notre 
laboratoire semblent aussi indiquer une interaction de CA125 avec la E-cadherine, la sous 
unite C de l'ATP synthase au niveau des mitochondries ainsi qu'une interaction avec une 
proteine de pore nucleaire (donnees non publies). 
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4.3. Les fonctions associees a CA125 
Certaines fonctions ont ete associees a CA125 bien que la fonction veritable de la proteine 
demeure incertaine. Ainsi, en se fiant au patron d'expression de la proteine dans les tissus 
normaux, CA125 pourrait servir de lubrifiant et prevenir l'adhesion cellulaire (GAETJE et 
al, 2002; DORIGO et BEREK, 2007). La fonction de lubrifiant est d'ailleurs associee a 
d'autres mucines. CA125 semble egalement favoriser l'evasion du systeme immunitaire. 
Cette fonction pourrait etre l'une des raisons de l'expression de CA125 par certains tissus et 
au niveau de certains liquides biologiques dont le liquide amniotique, le sang et le lait des 
femmes enceintes (BARBATI et al, 1996). Ainsi, des glycans attaches a la portion 
extracellulaire de CA125 ont ete associes a des fonctions immunomodulatoires (WONG et 
al, 2003). De plus, nos collaborateurs ont demontre que CA125 est en mesure d'inhiber 
l'activite cytotoxique des cellules immunitaires natural killer (cellules NK) qui sont des 
cellules souvent impliquees dans la reponse antitumorale de rorganisme (PATANKAR et 
al, 2005; BELISLE et al, 2007). CA125 pourrait egalement avoir un autre effet sur les 
cellules NK. En effet, des cellules NK dont l'activite cytotoxique a ete inhibee, 
possiblement a travers leur interaction avec CA125, sont communement retrouvees chez les 
patientes atteintes de cancers epitheliaux de l'ovaire et chez les femmes enceintes 
(BELISLE et al, 2007; HANNA et al, 2006). Les cellules NK retrouvees chez les femmes 
enceintes secreteraient des facteurs pro-angiogeniques et stimuleraient la migration et 
l'invasion de trophoblastes (HANNA et al, 2006). II est done possible que l'interaction de 
cellules NK et de CA125 entraine la secretion de facteurs angiogeniques et migratoires qui 
encourageraient le developpement tumoral et favoriseraient la formation de metastases et la 
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progression des cancers epitheliaux de l'ovaire (BELISLE et ah, 2007). Une autre mucine, 
MUC18, serait egalement en mesure de stimuler l'angiogenese de tumeurs cancereuses 
(SERS et ah, 1994). Recemment, des souris perte de fonction pour CA125 (knockout) 
suggerent que, comme c'est le cas des mucines transmembranaires MUC1 et MUC4, 
l'expression de CA125 n'est pas necessaire pour le developpement ou pour la reproduction 
normales des souris (CHEON et ah, 2009). De nombreuses recherches sont encore 
necessaires afin d'etablir avec certitude quelles sont les fonctions de CA125. 
5. Modeles d'etudes utilises et resultats obtenus par le laboratoire 
Dans le laboratoire, il y a principalement deux modeles d'etude qui ont ete mis au point afin 
d'etudier les fonctions et les interactions de CA125. Ces modeles ont permis d'obtenir de 
nombreux resultats qui ont servi de base preliminaire au projet decrit par ce memoire. 
5.1. Le modele perte de fonction 
Le premier modele du laboratoire est un modele dit perte de fonction. Dans ce modele, une 
lignee cancereuse de l'ovaire qui exprime fortement CA125, soit les NIH :OVCAR-3, a ete 
transfectee de facon stable avec un 'single-chain fragment variable' ou mini anticorps 
(scFv) dirige contre CA125. Les scFv utilises par le laboratoire sont dotes d'un signal de 
localisation et de retention au reticulum endoplasmique. La proteine contre laquelle ils sont 
diriges, soit CA125 dans ce cas, se voit alors sequestree au reticulum endoplasmique et 
vraisemblablement degradee par le proteasome. Cette sequestration empeche ainsi la 
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localisation membranaire habituelle de CA125 et simule du meme coup un 'knockdown' de 
la proteine. L'inhibition de CA125 observee dans le modele perte de fonction n'est pas 
parfaite. En effet, les deux clones stables qui contiennent des scFv diriges contre CA125 
expriment encore une faible concentration membranaire de CA125. Cependant, l'inhibition 
de la localisation habituelle de CA125 est suffisante pour que de nombreuses differences 
phenotypiques aient ete observees. 
Le modele perte de fonction compte quatre populations et clones de cellules : la lignee 
parentale OVCAR-3, le clone stable 4 :5 # 12 (un controle negatif qui exprime un scFv qui 
ne lie pas CA125), le clone stable 1 :9 # 9 et le clone stable 1 ;9 # 7 (deux lignees ou 
CA125 se retrouve partiellement sequestre au reticulum endoplasmique par un scFv). La 
description detaillee de ce modele se retrouve dans le memoire de Julie Beaudin 
(BEAUDIN, 2003). 
5.2. Le modele gain de fonction 
Le deuxieme modele utilise par le laboratoire est un modele dit gain de fonction. Ce 
modele a ete fait a partir de la lignee cellulaire SKOV-3, une lignee cancereuse de l'ovaire 
qui n'exprime pas CA125. Un vecteur plasrriidique a ete utilise pour etablir une population 
stable de cellules SKOV-3 qui exprime la portion C-terminal de CA125 (CTD). Vu la 
grande taille de la proteine, il etait impossible de doner et de transfecter la proteine CA125 
en entier dans une lignee cellulaire. Le choix de la portion CTD de CA125 vient en partie 
de l'importance de la queue cytoplasmique d'une autre mucine : MUC1. La portion CTD 
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de CA125 qui est exprimee par ces cellules comprend le domaine unique, le domaine 
transmembranaire et le domaine cytoplasmique de la proteine. Des etiquettes His(6) et 
C-Myc ont ete ajoutees a l'extremite C-terminal de la construction. En effet, les anticorps 
actuellement utilises pour la detection de CA125 sont diriges contre des epitopes presents 
dans le domaine des repetitions en tandem de la proteine. Trois populations de cellules sont 
utilisees avec ce modele : la population parentale SKOV-3, la population controle qui 
exprime un vecteur vide (SKOV-3 EV) et la population qui exprime le domaine CTD de la 
proteine (SKOV-3 CTD). La description detaillee de ce modele se retrouve dans le 
memoire de Marianne Boivin (BOIVIN, 2005). 
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Figure 11 : Validation des clones knockdowns de CA12S 
A-L: Experience d'immunofluorescence effectuee sur les differents clones OVCAR-3. A, D, G et J : 
expression de CA125 chez les cellules controles (A et D) et chez les cellules 'knockdowns' (G et J). B, E, H 
et K : expression des scFv chez les cellules 'knockdown' (H et K), chez les cellules scFv controles 4 :5 #12 
(E) et absence d'expression de scFv chez la lignee parentale OVCAR-3 (B). C, F, I et L : superposition de 
l'expression de CA125 et de l'expression des scFv. M, N, O et P : niveau d'expression de CA125 evalue par 
cytometric de flux chez les cellules controles (M et N) et chez les clones 'knockdown' (O et P) (Modifiee du 









A-F : Immunofluorescence pour verifier F expression de la construction CTB chez les cellules SKQV-3. A, C 
et E : detection de 1'etiquette C-Myc de la construction CTD chez les populations centrales ("A et C) et chez la 
population .transfectee avec la construction CTD (E). B, D et F : marquage des noyaux cellulaires au DAPI 
superpose avec les images de la detection de 1'etiquette C-Myc de la construction CTD. G: 
Immunoprecipitation de la construction CTD chez les differentes populations SKQV-3 (Modifiee du memoire 
BOIVIN, 2005). . 
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Tableau 2 : Caracteristiques associees au gain ou a la perte de CA125 
Caracteristiques associees aux clones 'knockdown' de CA125 chez les cellules OVCAR-3 et aux populations 
gain de fonction chez les cellules SKOV-3. (Modifie de MIGNEAULT, 2007) 
Bien que quelques experiences ont deja ete effectuees sur le modele gain de fonction 
(BOrVIN, 2005), la comparaison avec le modele perte de fonction reste encore a completer. 
Cependant, les resultats obtenus avec le modele perte de fonction nous ont permis 
d'associer quelques fonctions a CA125. Selon les resultats obtenus, CA125 ne semble pas 
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affecter la vitesse de croissance des cellules. Cependant, la presence de CA125 semble 
augmenter la tumorigenicite des cellules chez les cellules OVCAR-3. L'effet de CA125 sur 
la tumorigenicite des cellules pourrait emprunter plusieurs voies (revoir la figure 1). En 
effet, la presence de CA125 pourrait jouer au niveau de la dependance des cellules aux 
facteurs de croissance et aux facteurs inhibiteurs de croissance (diminution de rinhibition 
de contacte, augmentation de la croissance en presence d'ancrage limite, formation de 
foyers post confluence et augmentation de la formation de spheroi'des). La presence de 
CA125 semble aussi influencer les interactions cellules-cellules (augmentation des 
jonctions cellulaires, diminution de l'inhibition de contacte, augmentation de la formation 
de spheroi'des). L'effet sur les interactions cellulaires pourrait encourager l'independance 
des cellules face aux facteurs de croissances et aux facteurs inhibiteurs de croissance. 
Certains effets sur la resistance aux agents chimiotherapeutiques ont egalement ete 
observes. Ainsi, des resultats obtenus par le laboratoire indiquent que CA125 ou sa queue 
cytoplasmique augmente la resistance des cellules au cisplatin, un agent de chimiotherapie 
utilise dans le traitement du cancer de l'ovaire qui cible l'ADN des cellules cancereuses. 
Cette resistance pourrait indiquer un effet de CA125 ou de sa queue cytoplasmique sur la 
resistance a Fapoptose. 
Globalement, les resultats obtenus par notre laboratoire indiquent que CA125 pourrait 
encourager le developpement et la progression du cancer de l'ovaire. Les domaines de la 
proteine responsables de l'octroi de ses fonctions demeurent cependant inconnus. Ainsi, les 
resultats obtenus en culture cellulaire et ceux obtenus a partir d'experiences faites sur les 
souris semblent attribuer un caractere oncogenique a la queue cytoplasmique de CA125. 
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5.4. Hypothese et but du projet 
Les fonctions de CA125 et le role que cette proteine pourrait jouer au niveau du cancer de 
l'ovaire demeurent nebuleux. Le fait que les cellules epitheliales de l'ovaire n'expriment 
pas CA125 contrairement a leurs equivalentes cancereuses peut indiquer que la proteine a 
un role important a jouer au niveau du developpement du cancer de l'ovaire ou de sa 
progression. Les differents resultats obtenus par le laboratoire semblent egalement 
confirmer cette hypothese. Les effets de la proteine sur differents phenotypes au niveau de 
cultures cellulaires ainsi que les effets de la proteine sur la tumorigenicite des cellules chez 
les souris semblent attribuer des caracteristiques oncogeniques a la proteine. 
L'hypothese sur laquelle est basee ce memoire est que CA125 est un oncogene. Le premier 
objectif de ce memoire etait de verifier si le CTD de CA125 suffi pour augmenter la 
tumorigenicite de cellules cancereuses de l'ovaire CA125 negative. Les experiences 
effectu6es lors de ce premier objectif permettront de completer le tableau 2 des 
caracteristiques associees au gain ou a la perte de CA125 presente a la page 43. Le 
deuxieme objectif de ce projet etait de verifier si le CTD de CA125 peut etre qualifiee 
d'oncogene par des experiences de transformation sur des cellules non-transformees 
immortalisees ou non. Le dernier objectif de ce projet etait de verifier les effets du CTD de 
CA125 sur differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite chez des OSE 
immortalisees par l'expression de la telomerase. Le modele gain de fonction (BOTVTN, 
2005) a ete utilise pour atteindre le premier objectif de ce memoire. Afin d'atteindre les 
objectifs deux et trois, un vecteur lentiyiral qui permet l'expression de la queue 
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cytoplasmique de CA125 a ete construit. Le systeme d'expression lentiviral a ete choisi 
pour sa haute efficacite d'infection comparativement aux autres systemes d'expression 
virale et aux autres systemes d'expression par transfection de plasmides utilises jusqu'a 
present par le laboratoire. Les lentivirus CTD crees ont ete utilises pour la formation de 
populations stables dans differentes lignees cellulaires. 
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MATERIEL ET METHODES 
6. Lignees cellulaires utilisees et culture cellulaire 
Les differentes lignees cellulaires utilisees lors de ce projet sont decrites dans le 
tableau 3. Les milieux de culture utilises pour chacurie des lignees sont decrits dans 
le tableau 4. Toutes les lignees cellulaires ont ete cultives dans des T-75 (BD 
Falcon) et incubees dans des incubateurs Steri-Cycle CO2 HEPA FILTER (Thermo 
Forma) a 37°C avec 5% de CO2. Les passages cellulaires ont ete effectues une 
(OVN 225T, OVN321T, OVN 21 IT hTERT) a deux fois par semaine (OVN 22IT, 
OVN 95T hTERT, NIH 3T3, 293T, HFL-1, SKOV-3) lorsque les cellules 
atteignaient une confluence de 90% a 95%. 
Lors des passages cellulaires, le surnageant des cultures a ete aspire et les cellules 
ont ete lavees avec 5 mL de PBS (WISENT Inc.). Le lavage au PBS a ete omis 
chez les cellules 293T vu leur faible adherence a la paroi de leur T-75. Les cellules 
ont ensuite ete decollees a l'aide d'une incubation 1 a 5 minutes dans les 
incubateurs de culture avec 2 mL d'une solution .0,05% trypsine et 0,53 mM EDTA 
(WISENT Inc.). Les T-75 qui contenaient les cellules maintenant en suspension ont 
ete rinces avec 4 mL de milieux de culture et la solution a ete recueillie dans des 
tubes de 15 mL. Les solutions cellulaires ont ete centrifugees a 167 g pendant 5 
minutes a 4°C dans une centrifugeuse Labofuge 400R (VWR Canlab). Le 
surnageant des cellules a ete j ete, les culots de cellules ont ete suspendues dans du 
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milieu de culture et 1/3 des cellules (les lignees OVN, les NTH 3T3 et les HFL-1) ou 
1/8 (les 293T) des cellules ont ete reensemencees dans leur T-75 respectif. Du 


















Description de la lignee 
Lignee cancereuse de l'ovaire 
CA 125 negatives 
Population stable SKOV-3 
transfectee avec un vecteur vide 
Population stable SKOV-3 qui 
exprime la portion CTD de CA 125 
Lignees cellulaires OSE isolees a 
partir d'un explant d'ovaire normal 
provenant d'une patiente 
Lignees cellulaires OSE isolees a 
partir d'un explant d'ovaire normal 
provenant d'une patiente qui ont ete 
immortalisees a l'aide d'un 
adenovirus qui entraine 1'expression 
de la telomerase 
Fibroblastes embryonnaires de 
souris spontanement immortalises 
Cellules qui proviennent de la lignee 
293 de cellules primaires 
embryonnaires de rein qui a ete 
transformee avec de l'ADN de 
l'adenovirus humain type 5. Les 
293T ont egalement ete infectees 
avec le SV40 large T antigen. 
Fibroblastes humains de poumons 
non-transformes et non-immortalises 
Provenance 
American Type Culture 
Collection 
Cellules etablies et congelees 
(BOIVIN, 2005) 
Cellules etablies et congelees 
(BOIVIN, 2005) 
Banque de tissu de l'ovaire du 
FRSQ (Sherbrooke, Quebec) 
Banque de tissus de l'ovaire 
FRSQ (Sherbrooke, Quebec) 
American Type Culture 
Collection 
Obtenues du laboratoire du Dr. 
Francois Boudreau de 
l'Universite de Sherbrooke 
(Sherbrooke, Quebec) 
American Type Culture 
Collection 































0,1 uM p-Estradiol 
(SIGMA) 
0,1 uM p-Estradiol 
50 ug/mL Hygromycin B 
(Roche) 
O.lmMMEMNon-
Essential Amino Acids 
Solution (Invitrogen) 













Tableau 4 : Milieux de culture utilises pour chaque lignee cellulaire 
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7. Construction des lentivirus 
7.1. Isolation de l'insert CTD 
Le plasmide pLenti6V5 CTD2 a ete construit a partir du plasmide pSTCF sec 
Unique TM Cyto (pSTCF CTD), soit, le plasmide utilise pour la formation de la 
population stable SKOV-3 CTD decrite prealablement (BOIVIN, 2005). 
Figure 13 : Plasmides utilises lors de la construction du plasmide pLenti CTD2 
A: Le plasmide pSTCF CTD utilise par le laboratoire (BOIVIN, 2005). B : Le plasmide 
pLenti6V5/Adapteur utilise comme vecteur de l'insert CTD. 
La portion a inserer dans le vecteur pLenti6V5/Adapteur (plasmide modifie du 
pLenti6V5 de Invitrogen par le laboratoire du Dr. Francois Boudreau, Universite de 
Sherbrooke) a ete amplifiee a partir du plasmide pSTCF CTD. Les amorces 5'-
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CGC GGA TCC ATT ATG GAG ACA GAC ACA CTC CTG-3' (CTD (init.)) et 
5'-T GAT ATC TCA ATT CAG ATC CTC TTC TGA GAT GA-3' (CTD (Fin)) 
ont ete utilisees lors d'un PCR effectue sur le plasmide pSTCF CTD. Brievement, 
une solution de 20 ng de plasmide pSTCF CTD, 1 mM de 1'amorce CTD (init.) 
(IDT Inc.), 1 mM de l'amorce CTD (fin) (IDT Inc.), 5 uL de tampon Pfu 10X 
(prepare par Catherine Desrosiers, Departement de microbiologie et d'infectiologie, 
Universite de Sherbrooke), 0,5 mM de dNTP (GE Healthcare) dans 49,5 uL d'eau 
Baxter a ete preparee. Dans un appareil PCR Eppendorf Mastercycler gradient 
(Brinkmann) les echantillons ont ete chauffes a 94°C pendant 4 minutes. 1,25 U 
d'enzyme Pfu DNA polymerase (preparee par Catherine Desrosiers, Departement 
de microbiologie et d'infectiologie, Universite de Sherbrooke) a ete ajoute a chaque 
reaction de PCR. A 30 reprises, les echantillons ont ete denatures a 94°C pour 1 
minute, hybrides a 59°C pour 2 minutes et polymerises a 72°C pendant 2 minutes. 
Suite aux 30 repetitions, les echantillons ont ete incubes a 72°C pour 15 minutes et 
ensuite preserves a 4°C jusqu'a leur utilisation. 
Un gel d'agarose LE 0,7% (Roche) dans du TAE (40 mM Tris (Roche), 1 mM 
EDTA pH8 (SIGMA), 20 mM Acide Acetique Glaciale (Fisher Scientific)) a ete 
prepare avec du bromure d'ethidium 1:10 000 (Pharmacia Biotech) afin de verifier 
le bon fonctionnement de la reaction de PCR. 0,5 uL des reactions de PCR a ete 
place sur le gel d'agarose et le tout a ete migre 45 minutes a 120V. Les produits de 
PCR ont ete observes a la lumiere ultraviolette a l'aide d'un appareil Bio/Can True. 
View 300. 
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7.2. Construction du vecteur pLenti/Adapteur CTD 
Cinq cents nanogramme de vecteur pLenti6V5/adapteur et 10 uL de la reaction de 
PCR de l'insert CTD ont ete digeres par EcoRV (New England BioLabs inc.) et 
ensuite par BamHI (New England BioLabs inc.). Les digestions enzymatiques ont 
ete faites dans 20 uL d'eau Baxter avec 100 ug/mL de BSA (New England BioLabs 
inc.) et du tampon BamHI (New England BioLabs inc.) selon les recommandations 
de la compagnie. Les solutions ont d'abord ete placees a 37°C en presence de 10 U 
de BamHI pendant 2 heures. 10 U de EcoRV ont ensuite ete ajoutees et les 
solutions ont ete incubees a 37°C pour 2 heures additionnelles. Les produits de 
digestion ont ete purifies sur gel d'agarose a l'aide du kit QIAquick Gel Extraction 
Kit (50) (QIAGEN) selon les instructions fournies par la compagnie. 
Deux microlitres des digestions purifiees sur gel ont ete places sur gel d'agarose 
afm de determiner approximativement le rapport molaire insert: vecteur. Les 
solutions de ligation ont ete preparees en melangeant 1,5 uL de tampon 10X de la 
T4 DNA ligase (Catherine Desrosiers, Departement de Microbiologic et 
d'infectiologie, Universite de Sherbrooke), 0,5 uL de T4 DNA ligase (Catherine 
Desrosiers, Departement de Microbiologie et d'infectiologie, Universite de 
Sherbrooke), 1 uL de vecteur digere et purifie, un volume d'insert CTD digere et 
purifie qui correspond a un ratio molaire de 1:100 (vecteur: insert) et de l'eau 
Baxter pour obtenir un volume total de 15 uL. Les reactions de ligation ont ete 
incubees a temperature ambiante pour la nuit. 
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7.3. Transformation de bacteries STBL-3 competentes 
Des bacteries STBL-3 electrocompetentes (Invitrogen), gracieusement offertes par 
le laboratoire du Dr. Francois Boudreau (Departement de biologie cellulaire, 
Universite de Sherbrooke), ont ete rendues competentes par choc thermique selon le 
protocole decrit par le livre Molecular cloning : A laboratory Manual et entreposees 
a -80°C dans des aliquots de 200 uL jusqu'a leur utilisation (SAMBROOK et 
RUSSELL, Vol.1 pi . 116-1.118, protocole 25). Lors de la transformation, des 
STBL-3 competentes ont ete decongelees sur glace et 100 uL de STBL-3 
competentes ont ete ajoutees a chacune des reactions de ligation. Les solutions ont 
ete incubees sur glace 10 minutes. Les bacteries ont ensuite subies un choc 
thermique lors d'une incubation de 45 secondes a 42°C. Les echantillons ont 
ensuite ete replaces sur glace pendant 2 minutes. 900 uL de LB Broth sterile 
(0.17 M chlorure de sodium (Fisher Scientific), 1% (m/v) Bacto™ Tryptone 
(Becton, Dickinson and company), 0,5% (m/v) Yeast Extract granulated (EMD 
Chemicals Inc.)) a ete ajoute a chaque echantillon et le tout a ete incube a 37°C 
pendant 1 heure. A temperature ambiante, les solutions bacteriennes ont ete 
centrifugees a 2500 g pour 5 minutes dans une Biofuge pico (Heraeus). Les 
bacteries ont ete suspendues dans 200 uL de milieu LB Broth sterile et des Petri de 
LB Agar avec de Fampicilline (0.17 M chlorure de sodium, 1% (m/v) Bacto™ 
Tryptone (Becton, Dickinson and company), 0,5% (m/v) Yeast Extract granulated 
(EMD Chemicals Inc.), 1,5% (m/v) Agar-agar Granulated (EMD Chemicals Inc.), 
0,27 mM d'Ampicillin Sodium Salt Ultrapure (USB corporation, Cleveland, Ohio)) 
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ont ete inocules avec 100 uL de la solution bacterienne resultante. Les Petris ont 
ete incubes pour la nuit en position inversee a 37°C. 
7.4. Analyse des vecteurs pLenti/Adapteur CTD positifs 
Les colonies obtenues ont ete prelevees pour inoculer des eprouvettes de 5 mL de 
LB Broth sterile / 0,27 mM d'ampicillin. Le prelevement de petites colonies a ete 
favorise afin d'eviter les colonies transformees avec des plasmides mutants. Les 
cultures des clones STBL-3 pLenti CTD ont ete incubees avec agitation a 37°C pour 
la nuit. Des minipreps ont ensuite ete effectuees avec le kit QIAprep® Spin 
Miniprep Kit (50) (QIAGEN) selon les instructions fournies. L'ADN obtenu a ete 
analyse en faisant migrer 1 uL de chaque miniprep sur un gel 0,7 % agarose / TAE. 
La presence de l'insert chez les vecteurs d'apparence positive a ete verifiee en 
utilisant la reaction PCR decrite a la section 7.1 de ce memoire. Le reste des 
cultures des clones positifs a ete divise en aliquotes de 1 mL et congeles a -80°C 
avec 10% (v/v) de glycerol sterile (Roche). Les vecteurs pLenti CTD positifs ont 
ensuite ete envoyes sequences a la compagnie Bio S&T (Lachine, Quebec) afin de 
s'assurer de l'absence de mutations dans la sequence clonee. Les vecteurs positifs 
ont ete amplifies en combinant l'ADN recueillis par 3 minipreps supplementaires. 
La construction pLenti CTD resultante est illustree a la figure 14. 
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Figure 14 : Construction pLenti CTD 
La construction CTD inseree dans le plasmide pLenti6V5/Adapteur entre les sites de restrictions 
BamHI et EcoRV. Les sites de restrictions presents dans la construction sont illustres en bleu fonce. 
Les regions fonctionnellement importantes a la proteine sont illustrees en bleu pale. La partie de la 
construction qui est traduite est soulignee en rouge. 
7.5. Production des lentivirus 
Des cellules 293T (<pl5) ont ete decongelees et cultivees pour au moins 1 passage 
cellulaire. Les cellules ont ensuite ete transfectees avec les plasmides codant pour 
les differentes composantes virales pLPl, pLP2 et pLP/VSVG ((Invitrogen) obtenus 
du laboratoire du Dr. Francois Boudreau, Departement de biologie cellulaire, 
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Universite de Sherbrooke) et avec la construction pLenti CTD2, la construction 
pLenti Cyto6 ou la construction pLenti GFP (obtenue du laboratoire du Dr. Francois 
Boudreau, Departement de biologie cellulaire, Universite de Sherbrooke) (voir 
figure 15). 
Pour la transfection, 5 000 000 de cellules ont ete ensemencees dans des T-75. Les 
cellules ont ete incubees a 37°C et 5% de CO2 pour la nuit afin de permettre aux 
cellules d'adherer. Le lendemain, les solutions qui suivent ont ete preparees pour 
chacune des transfections. 6 ug des plasmides pLPl, pLP2, pLP/VSVG 
(Invitrogen) et 6 ug de l'une des trois constructions pLenti illustrees a la figure 15, 
ont ete ajoutes a 1,5 mL de milieu OPTI-MEM®I (GIBCO Invitrogen). 
Parallelement, des solutions de 48 uL de Lipofectamine™ 2000 Reagent 
(Invitrogen) dans 1,5 mL de milieu OPTI-MEM®I ont ete preparees. Les solutions 
de lipofectamine ont ete incubees 5 minutes a temperature ambiante. Les solutions 
de plasmides ont ete combinees aux solutions de lipofectamine et les melanges 
resultants ont ete incubes a temperature piece pendant 20 minutes. Pendant cette 
incubation, les cellules 293T a transfecter ont ete rincees doucement avec 5 mL de 
milieu de culture DMEM sans antibiotique. 5 mL de OPTI-MEM a doucement ete 
ajoute aux cellules. Une fois 1'incubation des melanges de plasmides et de 
lipofectamine terminee, ceux-ci ont doucement ete ajoutes aux cellules 293T. Les 
transfections ont ensuite ete incubees 4 heures a 37°C et 5% de CO2. Apres les 4 
heures d'incubation, la solution de transfection a ete retiree et remplacee par 10 mL 
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de milieu de culture DMEM complet. Les cellules ont ensuite ete mises en 
incubation 48 heures a 37°C et 5 % de C02. 
Figure 15 : Les plasmides utilises pour la production de lentivirus 
A, B et C : Les plasmides pLPl, pLP2 et pLP/VSVG qui codent pour les differentes composantes 
des lentivirus. D, E et F : Les differentes constructions pLenti6V5 qui servent de controles (D et E) 
ou qui exprime le CTD de CA 125 (F). 
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Quarante-huit heures plus tard, les virus produits ont ete preleves et flltres sur un 
Acrodisc® 25 mm Syringe Filter W/ 0,45 urn Supor® Membrane (PALL 
Corporation). La solution virale a ete repartie en aliquotes de 700 uL et entreposee 
a -80°C jusqu'a son utilisation. 
8. Infection des lignees cellulaires et etablissement de populations 
stables 
Les differentes lignees cellulaires a infecter ont ete ensemencees dans des plaques 6 
puits de facon a ce que les cellules atteignent une confluence de 50% le lendemain. 
Le jour de l'infection, des aliquots de virus ont ete rapidement decongeles dans un 
bain chauffant a 37°C et 4 ug/mL d'hexadimethrine bromide (polybrene) (SIGMA-
ALDRICH®) a ete ajoute aux solutions virales. Le surnageant des cellules a ete 
retire et 700 uL (1 aliquote) de solution virale avec polybrene a ete ajoute a chaque 
puit. Les plaques 6 puits ont ete incubees 1 heure a 37°C et 5% de CO2. Ensuite, 2 
mL de milieu complet avec 4 ug/mL de polybrene ont ete rajoutes a chaque puit. 
Les cellules ont ensuite ete laissees 2 jours a 37°C et 5% de CO2. 
Suite aux 2 jours d'incubation, la selection des cellules a ete amorcee avec du 
milieu de culture complet avec les concentrations de blasticidine S HC1 (Invitrogen) 
indiquees dans le tableau 5. La selection des populations formees a partir de lignees 
cellulaires non immortalisees (les HFL-1, les OVN 32IT, les OVN 225T et les 
OVN 221T) a ete effectuee suite a l'atteinte d'une confluence de 50%. En effet, les 
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lentivirus semblaient induire une forte mortalite chez ces lignees 3 a 4 jours apres 
leur infection. Un taux similaire de mortalite associee a 1'infection virale a ete 
observe chez les cellules OVN 21 IT hTERT malgre 1'immortalisation de celles-ci. 
L'efficacite des infections a ete deduite a partir des cellules infectees avec le virus 
pLenti GFP. Un microscope a fluorescence OlympuslX70 (Olympus) a alors ete 
utilise pour observer l'expression de la GFP chez les cellules controles GFP. 
La selection des cellules correctement infectees avec les differents virus pLenti etait 
considered complete apres 10 jours en presence de milieu complet avec une 
concentration adequate de blasticidine et suite a la mort des cellules controles non 
infectees. En accord avec les regies de securite associees a l'utilisation des 
lentivirus, aucune experience n'a ete effectuee sur les cellules avant que celles-ci 







OVN 22 IT 
OVN 95T hTERT 
OVN 21 IT hTERT 








Tableau 5 : Concentration de blasticidine pour la selection des differentes lignees 
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9. Validation des populations cellulaires 
9.1. Extraction d'ARN et RT PCR 
Suite a leur selection et apres un temps adequat selon les regies de securite, l'ARN 
des differentes populations a ete extrait. Les manipulations effectuees lors de 
l'extraction d'ARN ont ete faites avec des materiaux et des reactifs sans RNase. 
Ainsi, un T-75 a 95% de confluence a ete lave avec 5 mL de PBS. Le PBS a ete 
enleve et, sous une hotte chimique, 900 uL de TRIzol® Reagent (Invitrogen) a ete 
ajoute. Ensuite, les contenants ont ete doucement agites afin de repartir le TRIzol 
sur les cellules. A l'aide de grattoirs 25 cm (SARSTEDT), les cellules ont ete 
decollees de la paroi des T-75. La solution de TRIzol et d'ARN a ete recuperee et 
transferee dans des tubes de 1,5 mL. La solution d'ARN a ete agitee puis incubee a 
temperature ambiante pour 5 minutes. Toujours sous la hotte chimique, 200 uL de 
Chloroforme A.C.S. Reactif (FisherScientific) a ete ajoute a chaque echantillon. 
Les echantillons ont ete agites quelques secondes et incubes 10 minutes a 
temperature ambiante. Apres l'incubation, les echantillons ont ete centrifuges a une 
vitesse de 16 060 g a 4°C pendant 15 minutes. La phase superieure des echantillons 
a ete recuperee et transferee dans de nouveaux tubes de 1,5 mL. Cinq cents 
microlitre de chloroforme a ete ajoute aux echantillons et ceux-ci ont ete agites 
quelques secondes. Les echantillons ont immediatement ete centrifuges quelques 
secondes et la phase du dessus a ete transferee dans un nouveau tube de 1,5 mL. Un 
volume d'isopropanol equivalant au volume de solution d'ARN deja contenue par 
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les tubes a ete ajoute. Les echantillons ont ete agites quelques secondes et incubes 
5 minutes a temperature ambiante. Les tubes ont ete centrifuges a une vitesse 
16 060 g a 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant des tubes a ete retire et 900 uL 
d'ethanol 75% a ete ajoute. Les tubes ont ete centrifuges a une vitesse de 16 060 g 
a 4°C pendant 5 minutes. Le surnageant des echantillons a ete retire et les culots 
d'ARN ont ete seches a l'air ambiant. Une fois les culots seches, 25 uL d'eau 
DEPC a ete ajoutee aux tubes et le tout a ete incube a temperature ambiante pour 1 
heure. L'eau DEPC a ete prealablement preparee avec du Diethyl Pyrocarbonate 
(SIGMA CHEMICAL COMPANY) en suivant les instructions de la page 7.84 de 
Sambrook et Russel, 2001. Les echantillons ont ensuite ete legerement agites afin 
de resuspendre les culots d'ARN avant d'etre entreposes a -80°C. Les echantillons 
ont ete doses avec un DU Series 600 Spectrophotometer (Beckman Instrument). 
L'integrite des echantillons a egalement ete verifiee en faisant migrer 1 uL de 
l'ARN isole sur un gel 0,7% d'agarose / TAE RNase free. 
Un RT PCR a ete effectue sur les differents echantillons afin de valider l'expression 
du mARN de la construction CTD. Ainsi, dans des tubes de 0,2 mL, 2 (ig d'ARN 
de chaque echantillon a ete melange avec 1 (xg d'Oligo(dT) 15 primer (Promega). 
Le volume total de la solution obtenue a ensuite ete porte a 15 jxL avec de l'eau 
DEPC. Les tubes ont ete incubes a 70°C pendant 5 minutes. Les echantillons ont 
ensuite ete incubes sur glace pendant 5 minutes. Apres l'incubation sur glace, 2 uL 
de dNTP 25mM, 5 uL de MMuLV RT 5X reaction buffer (Catherine Desrosiers, 
Departement de microbiologic et d'infectiologie, Universite de Sherbrooke), 
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environ 90 U de MMuLV Reverse Transcriptase (Catherine Desrosiers, 
Departement de microbiologic et d'infectiologie, Universite de Sherbrooke) ont ete 
ajoutes aux echantillons. Le volume total des tubes a ensuite ete porte a 29,5 uL 
avec de l'eau DEPC. Les tubes ont ensuite ete incubes a 42°C pendant 1 heure. 
Deux microlitre des solutions d'ADN obtenues ont ensuite ete utilises pour 
effectuer une reaction de PCR telle que decrite dans la section 7.1 de ce memoire. 
L'amplification d'ADN derivee des mARN CTD a ete verifiee avec un gel 0,7% 
d'agarose / TAE. 
9.2. Immunobuvardage de type Western 
L'expression de la proteine decoulee de la construction pLenti CTD a ete verifiee 
par immunobuvardage de type Werstern (Western). Afin d'obtenir une 
concentration elevee en proteines, les premieres etapes d'un passage cellulaire 
decrites a la section 6 ont ete effectuees jusqu'a l'obtention du culot cellulaire. Le 
culot a ensuite ete suspendu dans 350 uL du tampon de lyse pour le tag C-Myc (20 
mM Tris, 150 mM chlorure de sodium, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA (SIGMA) et 
1% (v/v) Triton X-100 (ICN biomed); pH 7.5) auquel a ete ajoute les mhibiteurs de 
proteases qui suivent: 1 ug/mL de AEBSF, 1 ug/mL de leupeptine, 20 ug/mL 
d'aprotinine et 0,7 ug/mL de pepstatine (tous de SIGMA). Les lysats ont ensuite 
ete transferes dans des tubes de 1,5 mL et incubes 30 minutes avec agitation a 4°C. 
Les tubes ont ete centrifuges a une vitesse de 2500 g a 4°C pendant 10 minutes et le 
surnageant a ete preleve et transfere dans de nouveaux tubes de 1,5 mL. Les 
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echantillons de proteines ont ensuite ete entreposes a -20 °C pour de futures 
utilisations. 
Pour Fimmunobuvardage, les echantillons de proteines ont ete doses par Bradford 
avec le Dye Reagent Concentrate (BIO-RAD) selon les recommandations du 
fournisseur (basees sur BPvADFOPvD MM, 1976). De 5 a 10 ug de proteines ont ete 
incubes a 95°C pendant 5 minutes avec du tampon de chargement (250 mM Tris-
HC1 pH 6,8, 5% (m/v) SDS (Invitrogen), 50% (v/v) glycerol, 681 mM p-
mercaptoethanol (Sigma) et rouge de phenol (Fisher Scientific)). Les echantillons 
de proteines ont ensuite ete places sur des gels SDS-PAGE. Les gels SDS-PAGE 
utilises etaient formes d'un gel concentrateur 4% et d'un gel separateur 7,5 ou 10%. 
La migration des echantillons a ete effectuee environ 1 heure a 150V a temperature 
ambiante dans du tampon de migration (25 mM Tris, 0,2 M glycine (WISENT Inc.), 
0,1% (m/v) SDS; pH 8.3). Le buvardage des gels sur une membrane de PVDF a 
ensuite ete effectue dans du tampon de transfert (20% methanol (EMD), 25 mM 
Tris et 192 mM glycine). Le transfert a ete effectue pendant lh30 a 300 mA dans 
une chambre froide a 4°C. Suite au transfert des proteines sur la membrane PVDF, 
celles-ci ont ete bloquees dans un tampon de bldcage (5% (m/v) Lait en poudre 
commercial, 0,001% (v/v) Tween® 20 (EMD) / PBS (9,1 mM phosphate de sodium 
dibasique (J.T. Baker), 1,7 mM phosphate de sodium monobasique (Fisher 
Scientific), 15 mM chlorure de sodium; pH 7,4)) pendant 1 heure avec agitation a 
temperature ambiante. Une dilution adequate de l'anticorps primaire, anti C-Myc 
tag, dans du tampon de blocage a ensuite ete incubee avec les membranes a 4°C 
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pour la nuit avec agitation (voir le tableau 6 pour les informations sur les anticorps 
utilises lors des experiences de validations). Le lendemain, les membranes ont ete 
lavees a temperature ambiante a trois reprises avec agitation pendant 15 minutes 
avec du tampon de lavage (0,001% Tween® 20 / PBS). Ensuite, les membranes ont 
ete incubees avec agitation 45 minutes a temperature ambiante avec un anticorps 
secondaire couple avec une peroxydase du raifort selon la dilution indiquee dans le 
tableau 6. Les membranes ont encore ete lavees a temperature ambiante avec 
agitation a trois reprises pendant 15 minutes avec du tampon de lavage. La 
presence des bandes de proteines recherchees a ensuite ete revelee avec le kit ECL 
Plus Western Blotting Detection System (Amersham™) en suivant les instructions 
fournies par le fabriquant. Des Kodak Scientific Imaging Film (PerkinElmer Life 
Sciences) ont ete utilises lors de l'exposition des membranes. 
9.3. Immunofluorescence 
La validation des constructions a ete completee avec une immunofluorescence (IF) 
afin de confirmer l'expression et de localiser la proteine qui decoulait de la 
construction pLenti CTD. Ainsi, des lames des differentes populations de cellules 
ont ete preparees de la facon suivante. Dans des Petris, environ 10% des cellules 
contenues par un T-75 a 95% de confluence ont ete deposees sur des lames 
Precleaned Micro Slides (Surgipath) dans 1 mL de milieu de culture complet. Les 
cellules ont ete incubees 3 a 5 heures a 37°C et 5% CO2 afin de permettre leur 
adherence a la surface des lames. Apres cette periode d'incubation, 10 mL de 
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milieu complet a ete ajoute a chaque Petri contenant les lames et le tout a ete 
replace en incubation a 37°C et 5% de CO2 pour la nuit, ou jusqu'a ce que les 
cellules sur la lames atteignent une confluence de plus de 70%. Une fois la 
confluence desiree atteinte par les cellules, les lames ont ete lavees a deux reprises 
avec du PBS pour IF (0,17 M chlorure de sodium, 3,3 mM chlorure de potassium 
(Fisher Scientific), 10 mM phosphate de sodium dibasique, 1,8 mM phosphate de 
potassium monobasique; pH 7,4). Les lames ont ensuite ete fixees avec une 
solution de 3,7% de formaldehyde (Fisher Scientific) / PBS a 4°C pour 15 minutes. 
Les lames ont ete lavees sur une plaque agitatrice avec du PBS a temperature 
ambiante pour 10 minutes. Les lames maintenant fixees ont ete entreposees a 4°C 
dans du PBS jusqu'a leur utilisation. 
Lors des IF, les lames ont ete incubees 30 minutes a temperature ambiante dans une 
solution de glycine 0,1 M / PBS. Tout de suite apres cette incubation, les cellules 
fixees sur les lames ont ete permeabilisees dans une solution de 0,2% triton / PBS 
pendant 20 minutes. Les lames ont ete rincees avec du PBS a deux reprises pendant 
10 minutes sur une plaque agitatrice. Ensuite, les lames ont ete bloquees 1 heure 
dans une solution de 2% Bovine Serum Albumin Fraction V, heat shock (BSA) 
(Roche) / PBS a temperature ambiante. Une dilution adequate de Fanticorps 
primaire, voir le tableau 6, dans la solution de blocage a ensuite ete appliquee sur 
chacune des lames. Celles-ci ont ete incubees 1 heure a temperature ambiante dans 
une boite humide. Sur une plaque agitatrice, les lames ont ete lavees a deux 
reprises avec du PBS pendant 10 minutes a temperature ambiante. Puisque 
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l'anticorps secondaire utilise etait couple a une molecule fluorescente, les etapes 
subsequentes ont ete effectuees a la noirceur. L'anticorps secondaire, voir tableau 
6, a ete dilue dans la solution de blocage et applique a chacune des lames. Les 
lames ont ete incubees 1 heure a temperature ambiante dans une boite humide. 
Suite a cette incubation, les lames ont ete placees sur une plaque agitatrice et lavees 
a deux reprises avec du PBS a temperature ambiante. Les lames ont ete incubees 2 
minutes a temperature ambiante avec une solution de 0,002 % DAPI (Roche) / PBS. 
Sur une plaque agitatrice, les lames ont ete lavees 10 minutes avec du PBS a 
temperature ambiante. Une solution de montage (9,25 mM p-phenylenediamine, 
10% PBS / glycerol) a ensuite ete utilisee pour recouvrir les lames d'une lamelle 
micro cover glass (VWR). L'excedant de milieu de montage utilise pour fixer les 
lamelles a ete recupere en pressant doucement les lames dans du papier absorbant. 
Les lames ont ete analysees a 1000X avec un microscope a fluorescence dans les 24 
heures suivant le montage. 
Anticorps 
Anti-Myc Tag (souris) 
Anti-mouse IgG, HRP-linked 















•1 : 200 
1 :500 
Tableau 6 : Anticorps utilises lors des validations 
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10. Comparaison de la morphologie cellulaire 
La morphologie des differentes populations infectees avec les lentivirus controles et 
CTD a ete analysee quelques passages apres leur infection. Lors de la prise de 
photos, les populations d'une meme lignee avaient toutes une confluence similaire 
(± 10%) et, autant que possible, les cellules se trouvaient toutes dans le meme genre 
de contenant depuis le meme nombre de passage. Les photos ont ete prises avec un 
objectif a 10X sur un microscope ECLIPSE TS 100 (Nikon corp.) avec un appareil 
numerique COOLPIX 4500 (Nikon corp.). 
11. Formation de foyers post confluence 
Les cellules ont ete ensemencees dans des plaques de 6 puits de facon a obtenir une 
confluence d'approximativement 90% le lendemain. Des photos ont ete prises de 
chaque population cellulaire a tous les jours suite a leur atteinte de la confluence. 
Le milieu de culture des cellules a ete change regulierement tout au long de 
l'experience. L'experience a ete poursuivie un minimum de 10 jours avec toutes les 
populations cellulaires. Les photos ont ete prises avec un objectif de 4X ou de 10X. 
12. Croissance en presence d'ancrage limite 
La capacite de plusieurs populations a croitre dans un environnement avec peu 
d'ancrage a ete verifiee. Ainsi, une solution 1,33% d'agar a ete melangee a une 
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solution de milieu de culture 2X selon un ratio 1 :1 . 1 mL de la solution resultante 
a rapidement ete utilise pour recouvrir le fond des puits de plaques 6 puits. Les 
plaques ont ete incubees un ou deux minutes a temperature ambiante pour laisser les 
solutions d'agar durcir. Ensuite, une solution de 0,66% d'agar a ete melangee a du 
milieu de culture 2X selon un ratio 1:1. Rapidement, les cellules a ensemencer ont 
ete suspendues dans un petit volume de milieu et melangees a la solution d'agar 
pour obtenir une concentration de 3 000 ou de 5 000 cellules / mL. Un millilitre de 
la solution d'agar et de cellule a ete ajoute a chaque puit, par dessus la premiere 
couche d'agar solidifiee. Une fois la deuxieme couche d'agar solidifiee, 1 mL de 
milieu de culture a ete ajoute a chacun des puits. Les plaques ont ensuite ete 
placees en incubation pour 1 mois a 37°C et 5% de CO2. Le milieu de culture des 
plaques a ete change a chaque semaine tout au long de cette periode. Une fois 
l'incubation terminee, les colonies visibles a l'ceil nu ont ete comptees et quelques 
photos ont ete prises a partir de l'objectif de 10X. 
13. Formation de spheroides 
Les cellules de T-75 ont ete recoltees a partir d'une solution de 0,53 mM EDTA / 
D-PBS (WISENT Inc.). Une solution de 270 000 cellules / mL a ete preparee dans 
du milieu de culture. Dans le couvercle de Petris de culture, des gouttelettes de 
15 uL de la solution de cellule ont ete deposees. 10 mL de PBS a ete ajoute dans la 
base des Petris de culture et le couvercle a doucement ete remis en place. Les Petris 
ont ete places en incubation pendant 5 jours a 37°C et a 5 % de CO2. Des photos 
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ont ete prises le jour meme de rensemencement des cellules et tous les jours 
subsequents. 
14. Experience de migration par blessure de la monocouche 
cellulaire 
Les differentes populations cellulaires ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits 
de facon a obtenir une densite qui approchait la confluence le lendemain. Une fois 
la confluence atteinte, un embout de 10 uL a ete utilise pour faire une croix dans la 
monocouche cellulaire. Immediatement, les cellules ont ete lavees doucement avec 
du PBS. Du milieu de culture contenant 40 rriM d'hydroxyuree (SIGMA) a ete 
ajoute aux cellules. Cette concentration a prealablement ete determinee comme 
etant suffisante pour empecher la proliferation des cellules utilisees sans induire 
leur mortalite. Les cellules ont ete incubees a 37°C et 5 % de CO2 pendant 48 
heures. Des photos de la croix formee dans la monocouche cellulaire ont ete prises 
le jour de son tracage et les jours subsequents. 
15. Clonogenicite sur plastique 
La clonogenicite sur plastique des cellules a ete verifiee. Ainsi, des quantites de 
100, 300 et 500 cellules des differentes populations ont ete ensemencees dans 
differents puits d'une plaque 6 puits. Les cellules ont ete incubees dans 2 mL de 
milieu de culture pour une periode de 14 jours a 37°C et 5% de CO2. Suite a cette 
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incubation, les cellules ont ete rincees au PBS et fixees lors d'une incubation de 10 
minutes a -20°C en presence de 1 mL de methanol froid. Le methanol a ete retire et 
1 mL d'une solution de 0,1% de cristal violet (Aldrich Chemical Company inc.) / 
ethanol (Les Alcools de Commerce) a ete ajoute a chaque puit. Les cellules ont ete 
incubees 15 minutes a temperature ambiante puis rincees a deux reprises avec de 
l'eau distillee. Les colonies de plus de 50 cellules ont ete comptees et des photos de 
colonies typiques ont ete prise avec l'objectif 4X. 
16. Sensibilite au cisplatin 
Les cellules ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits afm d'obtenir une 
confluence d'environ 70% le lendemain. Les cellules ont ete incubees avec des 
concentrations de cisplatin (Mayne Pharma) qui variaient entre 0,4 p.g/mL et 
3 (xg/mL. Leseffets du cisplatin sur les cellules ont ete suivis visuellement a l'aide 
d'un microscope. Des photos ont ete prises apres 72 heures d'incubation avec 
2 ug/mL de cisplatin. 
17. Microscopie electronique a transmission 
Les cellules des differentes populations ont ete ensemencees dans des Petris de 
culture de 35 mm x 10 mm. Les cellules ont ete incubees a 37°C, 5 % de CO2 
jusqu'a l'atteinte de la confluence. Les cellules ont ensuite ete remises a Denis G. 
Martel, technicien en microscopie electronique du departement d'anatomie et 
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biologie cellulaire, pour leur preparation a la microscopie electronique. Une fois les 
coupes de cellules terminees, celles-ci ont ete observees a l'aide d'un microscope 
electronique a transmission H-7500 (HITACHI). Des photos ont ete prises a des 
grossissements de 60 OOOx, de 70 OOOx ou de 80 OOOx. 
18. Immunofluorescence 
Le protocole utilise est decrit a la section 9.3 de ce memoire. II est a noter que lors 
de la detection de la F-actine, une solution de Phalloidin-TRITC PI951 (SIGMA) 
diluee 1 : 1300 avec de la solution de blocage a ete utilisee. Aucun anticorps 
secondaire n'etait requis avec la solution de phalloidin. Ainsi, l'etape d'incubation 
avec l'anticorps secondaire a done ete omise lors de la detection de la F-actin. Des 
IF pour la detection de CA125, de E-cadherine, de N-cadherine, des cytokeratines 8 
et 18, de la vimentine, de la P-actine, de pi20 et de la F-actine ont ete effectuees. 
Les anticorps primaires et secondaires utilises lors des ces IF sont decrits dans le 
tableau 7. 
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Anticorps (primaires et secondares) 
Anti-human CA125 clone Mil (souris). 
Anti-Human E-cadherin (souris) 
Anti-N-cadherin (souris) 
Anti-Cytokeratin 8 & 18 (souris) 
Anti-Vimentin (V9) (souris) 
Anti-p-catenin (E-5) (souris) 




Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
ZYMED Laboratories Inc. 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. 




1 : 800 
1 :500 




Tableau 7 : Anticorps utilises lors des immunofluorescences 
19. Formation de tumeurs chez des souris 
Les differentes populations SKOV-3 ont ete injectees a des souris NUDE CD1 
(Charles River) et a des souris SCID CB17 (Charles River). Les souris NUDE CD1 
sont des souris depourvues de thymus et done de lymphocytes T matures. Ces 
souris immunodeficientes au niveau de leur systeme immunitaire adaptatif sont 
egalement depourvues de pelage. Les souris SCID (severe combined 
immunodeficiency) sont des souris dont le systeme immunitaire est severement 
affecte par l'absence de lymphocytes B et T matures et de thymus. Chez ces souris, 
le systeme immunitaire adaptatif et 1'activation du systeme du complement ne 
fonctionnent pas. Les differentes populations de cellules en culture ont ete 
eoncentrees en suivant le protocole de passage cellulaire. Une fois le culot de 
cellule obtenu, les cellules ont ete lavees dans du milieu de culture non complete. 
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Les cellules ont ensuite ete suspendues dans du milieu de culture et les decomptes 
cellulaires necessaires ont ete effectues a l'aide d'une hemacymetre. Chez les 
souris NUDE, 4,5 millions de cellules en suspension dans 100 /iL de leur milieu 
culture (non complete) ont ete injectees de facon sous cutanee a quatre endroits sur 
le dos des souris. La croissance des tumeurs formees a ete suivie jusqu'a ce les 
tumeurs formees par l'un des groupes de souris atteignent environ 1 cm . Les 
souris ont alors ete euthanasiees et dissequees. Chez les souris SCID, 200 millions 
de cellules en suspension dans 200 (iL de leur milieu de culture (non complete) ont 
ete injectees de facon intraperitonneale. Les souris ont ensuite ete suivies jusqu'a 
leur deces et dissequees. Toutes les experiences effectuees chez les souris ont ete 
realisees en suivant le protocole 112-02 approuvees par le Comite d'ethique de 
1'experimentation animale de la Faculte de medecine et des sciences de la sante de 
l'Universite de Sherbrooke. 
20. Western 
Des T-75 des differentes populations ont ete rinces avec du PBS. Les cellules ont 
ensuite ete incubees 30 minutes sur une plaque agitatrice a 4°C en presence de 1 mL 
de tampon de lyse pour le tag Myc. Les cellules des T-75 ont ete decollees a l'aide 
de grattoirs et la solution cellulaire a ete recuperee dans des tubes de 1,5 mL. Les 
tubes ont ete centrifuges 10 minutes a 2500 g a 4°C puis, le surnageant des tubes a 
ete preleve et transfere dans de nouveaux tubes de 1,5 mL. Les echantillons de 
proteines ont ensuite ete congeles a -20 °C jusqu'a leur utilisation. Cinq 
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microgrammes de proteines de chaque echantillon a ete mis sur gel et un Western a 
ete effectue en suivant le protocole de la section 9.2 de ce memoire. Les anticorps 
utilises se retrouvent dans le tableau 8. 
21. Exposition des cellules au HGF 
Des OVN 95T hTERT ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits afm d'obtenir 
une confluence d'environ 40% le lendemain. Les cellules ont ete traitees selon 
l'une de trois conditions. Le milieu de culture de toutes les cellules a ete remplace 
par du milieu de culture sans serum et sans P-estradiol et un premier tiers de 
cellules ont ete incubees 24 heures en presence de 20 ng/mL de HGF (MJS 
BioLynx Inc.) pour l'une des conditions experimentales. Vingt-trois heures plus 
tard, un deuxieme tiers de cellules ont ete incubees en presence de 20 ng/mL de 
HGF pendant 5 minutes pour la deuxieme condition experimentale. Aucun produit 
n'a ete ajoute aux cellules restantes afm de s'en servir comme controle. Suite aux 
incubations, les proteines des cellules ont ete extraites avec 150 uL / puit de tampon 
de lyse NP-40 (0,28 M chlorure de potassium, 10 mM MgCl2 (Fisher Scientific), 50 
mM Hepes pH 7,5, 4 mM EGTA, 0.6 % Nonidet P40 (Roche)) selon le protocole 
decrit a la section 19 de ce memoire. Les echantillons recueillis ont ensuite ete 
immediatement utilises pour un Western selon le protocole decrit a la section 9.2. 
Environ 10 ug de proteines de chaque echantillon a ete mis sur gel. Les effets de 
l'exposition au HGF sur l'expression de AKT, de la phosphorylation d'AKT, de 
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Met, et de certaines phosphorylations de Met ont ensuite ete analyses. Les 





Anti-phospho AKT (lapin) 
Anti-cMet (lapin) 
Anti-MetpY1003 (souris) 
Anti-Met pY1230-34-35 (souris) 
Anti-GAPDH (souris) 
Anti-aTubulin (souris) 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked 
Anti-mouse IgG, HRP-linked 
Compagnies 







Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
SIGMA 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Dilutions 
1 :700 
1 : 2500 
1 :1000 
1 :500 
1 : 1000 
1 :1000 
1 : 1000 
1 : 30 000 
1 : 10 000 
1 : 3000 
1 :3000 
Tableau 8 : Anticorps utilises lors des experiences de Western 
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Resultats 
22. Experiences sur les populations SKOV-3 
Plusieurs experiences ont ete effectuees sur les populations SKOV-3 etablies et 
decrites dans le cadre du memoire de Marianne Boivin (BOIVIN, 2005). Lors 
d'experiences precedentes effectuees sur ces cellules dans notre laboratoire, la 
presence du CTD de CA125 semblait augmenter la resistance des cellules a 
differents agents chimiotherapeutiques induisant des dommages a l'ADN (BOTVIN, 
2005). Pour faire suite a ces experiences, les effets du CTD sur differentes 
caracteristiques associees a la tumorigenicite ont ete evalues. 
23. Evaluation de la vitesse de croissance 
Une experience visant a evaluer la vitesse de croissance des differentes populations 
SKOV-3 a ete effectuee (figure 16). Selon les resultats obtenus, la vitesse de 
croissance des populations controles SKOV-3 et SKOV-3 EV etait comparable a 
celle observee chez la population SKOV-3 CTD. Cependant, la population 
SKOV-3 CTD semblait atteindre son plateau de croissance plus tardivement que les 
autres populations. Visuellement, les cellules de la population SKOV-3 CTD 
semblaient etre en mesure de s'entasser plus facilement que les populations 

































• SKOV-3 EV 
SKOV-3 CTD 
200 
Figure 16 : Vitesse de croissance des cellules 
Quantite de cellules presentes en moyenne dans les puits de plaques de 6 puits a des intervalles de 24 
heures. Lors de l'experience, les cellules ont ete incubees selon leurs conditions habituelles de 
culture soit 37°C et 5% de C02. Les losanges bleus representent les donnees de la population 
parentale SKOV-3; les carres roses representent les donnees de la population controle SKOV-3 EV; 
les triangles jaunes representent les donnees de la population qui exprime la portion CTD de CA125 
les SKOV-3 CTD. N = 6. 
24. Formation de foyers post-confluence 
Une experience de formation de foyers post-confluence a ete effectuee avec les 
differentes populations SKOV-3. Toutes les populations SKOV-3 semblaient en 
mesure de faire des foyers de croissance suite a l'atteinte de la confluence. 
L'apparition des foyers de croissance post-confluence se faisait plus rapidement 
chez la population SKOV-3 CTD comparativement aux populations controles 
(figure 17). Apres quatre jours a confluence, les SKOV-3 CTD commencaient deja 
a former des foyers alors que les populations controles ont commence a former de 
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Les cellules ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits et incubees selon leurs conditions 
habituelles de culture soit 37°C et 5% de C02. Des photos a 100X ont ete prises lors de Fatteinte de 
la confluence (Jour 0), quatre jours apres 1'atteinte de la confluence (Jour 4) et sept jours apres 
1'atteinte de la confluence (Jour 7). Les fleches designent les endroits ou des foyers de croissance 
sont visibles. N = 3. 
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25. Croissance en presence d'ancrage limite 
La capacite des differentes populations SKOV-3 a croitre en agar mou a ete 
evaluee. Toutes les populations SKOV-3 etaient en mesure de former des colonies 
en agar mou. Un nombre significativement plus eleve de colonies (p = 0,0005) a 
ete observe chez la population SKOV-3 CTD (figure 18). Cette difference 
correspond a une augmentation du nombre de colonie de l'ordre de 215% a 248% 
chez la population SKOV-3 CTD lorsque comparee aux populations controles. 
Egalement, les colonies visibles chez les SKOV-3 CTD etaient generalement d'une 
plus grande taille que celles retrouvees chez les populations controles (figure 19). 
Figure 18 : Nombre de colonies formees en agar mou chez les differentes populations SKOV-3 
Nombre moyen de colonies formees chez les differentes populations SKOV-3. Seules les colonies 
de plus de 10 cellules ont ete comptees. Les cellules ont ete incubees dans une matrice d'agar 0,33% 
et de milieu de culture. Les cellules ont ete incubees a 37°C et 5% de C02 pendant un mois. 
* resultats significatifs a p = 0,0005. N = 3. 
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Figure 19 : Taille des colonies formees en agar mou 
Photos a 40X et 100X de colonies formees par les differentes populations SKOV-3 apres un mois 
d'incubation. Les cellules ont ete incubees dans une matrice d'agar 0,33% et de milieu de culture. 
Les cellules ont ete incubees a 37°C et 5% de C02. 
26. Croissance des differentes populations SKOV-3 chez les souris 
NUDE 
La capacite des differentes populations a former des tumeurs sous-cutanees chez les 
souris NUDE a ete evaluee. La taille des tumeurs formees par la population 
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SKOV-3 CTD etait nettement superieure a celle des populations controles SKOV-3 
et SKOV-3 EV. A cause de la grande taille des tumeurs presentes chez les souris 
injectees avec la population SKOV-3 CTD (souris CTD), toutes les souris ont ete 
euthanasiees 17 jours apres les injections. Les souris ont ensuite ete dissequees et 
les tumeurs formees ont ete recuperees et pesees. La masse moyenne des tumeurs 
retrouvees chez les souris CTD etait significativement superieure (p = 0,0001) a 
celles des populations controles (figure 20). Ainsi, la masse moyenne des tumeurs 
formees par la population CTD etait de 0,158g a 0,164g superieure a celles formees 
par les populations controles. 
Masses des tumeurs (jours 17) 
0.25 -r— _ . _ _ _ _ _ _ 
Figure 20 : Masses des tumeurs formees chez les souris NUDE par les differentes populations 
SKOV-3 
Lors de chaque experience, trois a quatre souris NUDE ont ete inoculees de facon sous cutanee avec 
4,5 millions de cellule de la population parentale SKOV-3, de la population controle SKOV-3 EV ou 
de la population experimentale CTD. La figure illustre la masse moyenne des tumeurs sous-
cutanees extraites des souris NUDE suite a leur euthanasie. Les souris ont ete euthanasiees 17 jours 
apres l'injection des differentes populations SKOV-3. Les donnees proviennent de deux experiences 
distinctes et comprennent 14 tumeurs prelevees a quatre souris SKOV-3, 13 tumeurs prelevees a 
quatre souris SKOV-3 EV et 11 tumeurs prelevees a quatre souris SKOV-3 CTD. 
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27. Croissance des differentes populations SKOV-3 dans la cavite 
intraperitoneale de souris SCID 
La croissance intraperitoneale des populations SKOV-3 a ete evaluee chez les 
souris SCID. Le temps de survie des souris apres 1'injection des differentes 
populations SKOV-3 a ete mesure. La quantite et la masse totale des implants 
macroscopiques ont egalement ete verifiees chez les differentes souris. Les 
resultats obtenus indiquent que le temps de survie des souris injectees avec la 
population SKOV-3 CTD (souris CTD) etait plus court que celui des souris 
injectees avec les populations controles (souris SKOV-3 et souris EV) (figure 21). 
A la mort des deux premieres souris CTD, soit au 27ieme jour de l'experience, deux 
souris controles ont ete euthanasiees afin de comparer la quantite d'implants 
macroscopiques presents. La quantite d'implants macroscopiques retrouvee chez 
les souris CTD etait plus importante que chez les souris SKOV-3 et les souris EV 
(figure 22). Egalement, en moyenne, la masse totale des implants macroscopiques 
retrouves chez les souris CTD etait nettement superieure a celle des souris SKOV-3 
et des souris EV (figure 23). La masse moyenne des implants macroscopiques 
retrouves chez les souris CTD etait de 861% a 959% superieure a celles retrouvees 






















Figure 21 : Temps de. survie des souris injectees de facon intraperitoneale avec les differentes 
populations SKOV-3 
Trois a cinq souris ont ete inoculees de fa?on intraperitoneale avec 200 millions de cellules de la 
population parentale SKOV-3, de la population controle SKOV-3 EV ou de la population 
experimentale SKOV-3 CTD. Les souris ont ete suivies jusqu'a leur deces. Temps de survie des 
souris SKOV-3 (en bleu), des souris EV (en rose) et des souris CTD (enjaune). N = 1. 
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Figure 22 : Quantite d'implants macroscopiques retrouvee chez differentes souris injectees de 
facon intraperitoneale avec les differentes populations SKOV-3 
Implants macroscopiques extraits des premieres souris CTD mortes au jour 27 et de souris controles 
SKOV-3 et EV. Les souris controles SKOV-3 et EV ont ete euthanasiees au jour 27 de l'experience 
pour des fins de comparaison avec les souris CTD. Toutes les souris avaient ete inoculees de facon 
intraperitoneale avec 200 millions de cellules de la population parentale SKOV-3, de la population 
controle SKOV-3 EV ou de la population experimentale SKOV-3 CTD. 
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Figure 23 : Masse des implants macroscopiques retrouvees chez differentes souris injectees de 
facon intraperitoneale avec les differentes populations SKOV-3 
Masse des implants macroscopiques extraits des souris CTD mortes au jour 27 et de souris SKOV-3 
et EV. Les souris controles SKOV-3 et EV ont ete euthanasiees au jour 27 de l'experience pour des 
fins de comparaison avec les souris CTD. Toutes les souris avaient ete inoculees de facon 
intraperitoneale avec 200 millions de cellules de la population parentale SKOV-3, de la population 
controle SKOV-3 EV ou de la population experimentale SKOV-3 CTD. N=2. 
28. Construction du vecteur pLenti CTD 
Suite aux resultats obtenus avec les populations SKOV-3, il a ete decide de verifier 
si la portion CTD de CA125 etait en mesure de transformer des cellules 
immortalisees ou non et d'influencer differentes caracteristiques associees a la 
tumorigenicite. Afin de faciliter l'etablissement de populations stables chez 
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differentes cellules dotees de potentiels de transfection variables, un systeme 
d'expression lentiviral a ete mis sur pied. Le vecteur pLenti CTD utilise pour la 
formation des lentivirus CTD2 a ete construit selon les etapes decrites dans les 
sections 7.1 a 7.4. L'insert CTD a tout d'abord ete amplifie a partir du plasmide 
pSTCF CTD dont la construction est decrite dans BOTVTN 2005. Les amorces 
utilisees lors de cette amplification ont permis l'ajout des sites de restriction BamHI 
en 5' et EcoRV en 3' (revoir la figure 14). L'insert CTD amplifie et le vecteur 
pLenti6V5/Adapteur ont ensuite ete digeres avec les enzymes BamHI et EcoRV. 
Les deux fragments d'ADN digeres ont ensuite ete ligues. Les vecteurs resultants 
ont ensuite ete utilises pour transformer des STBL-3 competentes. 
Des minipreps ont ensuite ete effectues sur 26 des colonies obtenues suite a la 
transformation. Apres avoir rencontre plusieurs problemes de mutations au niveau 
du plasmide recombinant, la morphologie des colonies piquees a ete prise en 
consideration. Les colonies associees a un chiffre impair etaient d'une grande taille 
alors que les colonies associees a un chiffre pair etaient d'une petite taille ou d'une 
taille moyenne. Une fraction de l'ADN obtenu a ensuite ete placee sur gel 
d'agarose afin d'observer la presence de l'insert et l'absence de mutation (figure 
24). Les clones derives de colonies de grandes tailles (clones impairs) semblaient 
avoir subi une mutation caracterisee par une diminution de la taille du plasmide 
recombinant par rapport au plasmide pLenti6V5 de base. D'autres mutations sont 
egalement observees chez les clones de petites tailles et de tailles moyennes (clones 
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numerates avec des chiffres pairs). Seul le clone pLenti CTD2 contenait l'insert 
CTD sans avoir subi de mutations. 
Figure 24 : Minipreps de colonies transformers par des pLenti6V5/Adapteur CTD 
1 uL de l'ADN des differents minipreps indiques au bas de chacune des pistes a ete place sur un gel 
0,7% d'agarose / TAE. A : Gel d'agarose qui comprend les clones pairs et impairs pLenti CTD de 1 
a 13. B : Gel d'agarose qui comprend les clones pairs pLenti CTD de 14 a 26. Le clone positif 
pLenti CTD2 est encercle en blanc. 
La reaction de PCR, decrite dans la section 7.1 a ete effectuee afin de verifier la 
presence de l'insert dans le plasmide pLenti CTD2. L'ADN amplifiee par PCR a 
ete placee sur un gel d'agarose 0,7% / TAE. Selon ce gel, figure 25, le clone pLenti 
CTD2 semblait bel et bien contenir l'insert CTD. Le gel a aussi indique la presence 
de l'insert CTD chez les constructions mutees pLenti CTD3 et pLenti CTD26. La 
presence d'une mutation dans ces plasmides a empeche leur utilisation. 
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Figure 25 : Validation du clone pLenti CTD2 
Gel effectue sur les produits du PCR effectue pour valider la presence de l'insert CTD chez le clone 
pLenti CTD2 (couloir 5). Le plasmide de base pLenti6V5/Adapteur (couloir 2) a servi de controle 
negatif pour la reaction de PCR et le plasmide pSCTF CTD (couloir 4) a servi de controle positif. 
Le plasmide pLenti CTD2 a ensuite ete amplifie a partir de minipreps puisque les 
constructions pLenti sont difficilement amplifiables par maxipreps. Le plasmide a 
pLenti CTD2 a ensuite ete sequence. 
Suite a la verification de la sequence du plasmide, l'ADN ampliflee a ete utilisee 
pour former le lentivirus CTD2 selon les etapes decrites a la section 7.5. Les 
lentivirus controles GFP et Cyto6 (le Cyto6 est une construction de la portion 
cytoplasmique de CA125 dont l'expression proteique fait defaut) ont egalement ete 
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crees en suivant ce protocole. Le plasmide pLenti Cyto6 a ete construit de la meme 
facon que le pLenti CTD2. A l'exception de la sequence de signalisation IgK 
leader et d'une sequence plus courte de la proteine CA125 (la portion 
cytoplasmique de la proteine), cette construction contient les memes elements que 
la construction CTD2. Puisque qu'aucune expression proteique n'a ete observee a 
partir de cette construction, les lentivirus pLenti Cyto6 ont ete utilises comme 
controles tout comme les vecteurs pLenti GFP. La nomenclature utilisee pour 
identifier chacune des populations creees a partir des lentivirus est expliquee a la 
figure 26. Chez chaque lignee cellulaire etudiee, deux a quatre populations 
controles GFP et Cyto6 ainsi que deux a quatre populations experimentales CTD2 
ont ete etablies. La lignee parentale a egalement ete conservee et utilisee en tant 
que population controle. 
NIH3T3CTD2III 
\ . \ ^ ^ Numero de la population 
\ . \N^ (Chiffre romain) 
\ . ^ Clone utilise lors de la 
^ v formation du lentivirus 
^ Lignee cellulaire infectee 
Figure 26 : Nomenclature utilisee pour les populations etablies 
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29. Infection et validation des lignees cellulaires non-transforraees 
immortalisees ©u non HFL-1 et NIH 3T3 
Afin de verifier la capacite de la portion CTD de CA125 a transformer des cellules 
immortalisees ou non ou a leur conferer des caracteristiques de cellules 
cancereuses, les lignees cellulaires NIH 3T3 et HFL-1 ont ete infectees avec les 
lentivirus. Une premiere evaluation de l'efficacite des infections a ete effectuee lors 
de l'observation de l'expression de la GFP chez les populations controles GFP. 
Ainsi, selon cette verification, 1'infection lentivirale de la lignee NIH 3T3 ne 
semble pas avoir ete tres efficace. Le pourcentage de cellules qui exprimait la GFP 
chez cette lignee.etait de l'ordre de 2 % et la plupart des cellules qui exprimaient la 
GFP ne l'exprimaient que faiblemerit (figure 27A). Toutefois, l'efficacite 
d'infection des HFL-1 semble avoir ete pres de 99% et la majorite des cellules 
exprimait fortement la proteine (figure 27B). 
Figure 27 : Efflcacite d'infection des NIH 3T3 et des HFL-1 
Des photos des populations NIH 3T3 GFP et des HFL-1 GFP ont ete prises a 400X. Les photos ci-
dessous ont ete prises 3 jours apres 1'infection des cellules. A : NIH 3T3 GFPI, B : HFL-1 GFPII. 
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Suite a la selection des differentes populations etablies, la morphologie des 
differentes populations NIH 3T3 et des populations HFL-1 a ete comparee et 
photographiee. Aucune difference de morphologie n'a ete observee entre les 
differentes populations NIH 3T3 (figure 28B et figure 28D). Chez les populations 
HFL-1 CTD2, la presence du CTD semble avoir entrainee un leger allongement des 
cellules et ce, malgre la morphologie deja fibroblastique des cellules (figure 28A et 
figure 28C). 
HFL-1 CTD2I HFL-1 CTD2II NIH 3T3 CTD2I NIH 3T3 CTD2II 
Figure 28 : Morphologie des differentes populations NIH 3T3 et HFL-1 
Les photos des differentes populations ont ete prises a 100X. Aet C: Populations HFL-1 de 
passages 2 a 3. B et D : Populations NIH 3T3 de passages 3 a 5. 
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Des experiences de validation des differentes populations ont ensuite ete effectuees. 
Ces experiences visaient a confirmer l'absence de la construction CTD chez les 
differentes populations controles et une expression adequate de la construction CTD 
chez les populations CTD. L'expression de la construction CTD2 a d'abord ete 
verifiee au niveau de la transcription a partir d'un RT PCR. Les resultats obtenus 
sont illustres a la figure 29. Ainsi, la population NIH 3T3 CTD2 I ne semblait pas 
exprimer la construction CTD et on ne pouvait observer qu'une tres faible 
expression de la construction chez la population NIH 3T3 CTD2 II (figure 29A). 
En ce qui a trait aux populations HFL-1, les deux populations CTD2 semblaient 
exprimer la construction (figure 29B). 
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Figure 29 : Validation des populations NIH 3T3 CTD2 et HFL-1 CTD2 par RT PCR 
Les produits du RT PCR ont ete places sur un gel de 0,7% agarose / TAE. L'expression de l'ARN 
de la construction CTD a ete validee chez les deux populations HFL-1 CTD2 (illustration B, couloirs 
4 et 5) et une tres faible expression a ete observee chez la population NIH 3T3 CTD2II (illustration 
A, couloir 5) A : Resultats du RT PCR chez les populations de la lignee NIH 3T3 indiquees au bas 
de 1'illustration. B : Resultats du RT PCR chez les populations HFL-1 indiquees au bas de 
1'illustration. 
L'expression de la construction CTD2 a ensuite ete validee au niveau proteique. 
Un immunobuvardage de type Western a ete effectue tel que decrit dans la section 
9.2. Ainsi, chez la lignee NIH 3T3, des bandes non specifiques a la hauteur de la 
construction CTD rendent 1'evaluation difficile (figure 30). Puisque les bandes 
retrouvees a la hauteur theorique du CTD etaient presentes chez les populations 
controles et chez les populations CTD2, ces bandes ont ete considerees comme des 
bandes non specifiques. Ces observations semblent indiquer que les constructions 
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CTD ne sont pas exprimees adequatement chez les NIH 3T3. Chez les populations 
HFL-1, de fortes bandes sont presentes uniquement chez les CTD. En fait, ces 
bandes ont ete retrouvees chez toutes les populations CTD derivees de cellules non-
transformees et chez les populations CTD derivees de cellules non-transformees 
immortalisees par la telomerase. Les bandes retrouvees chez ces populations 
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Figure 30 : Immunobuvardage de type Western pour Ja validation des populations CTD2 
Les extraits proteiques des differentes populations indiquees au bas du gel ont ete places sur des gels 
7,5% d'acrylamide. L'expression de la proteine CTD a ete validee chez les deux populations HFL-1 
CTD2 mais non chez les deux populations NIH 3T3 CTD2. A: 60 ug de proteines a ete place sur 
gel pour les populations NIH 3T3. B : 60 ug de proteines a ete plac6 sur gel chez les populations 
HFL-1. Des populations SKOV-3 CTD2 ont ete utilisees a titre de controles positifs (illustration A 
couloir 6 et illustration B couloirs 3 et 4). 
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30. Experiences de transformation 
Les populations CTD2 des NIH 3T3 et des HFL-1 ont ete etroitement suivies afin 
de verifier l'apparition de phenotypes qui pouvaient indiquer une transformation. 
La morphologie et la croissance des cellules qui composaient les differentes 
populations ont ete regulierement observees au microscope. Aucune difference 
morphologique qui pouvait indiquer une transformation n'a ete remarquee. De 
plus, aucune difference dans la vitesse de proliferation des populations CTD2 n'a 
ete observee par rapport a leurs controles. Puisque les HFL-1 n'etaient pas des 
cellules immortalisees, cette lignee a ete gardee en culture jusqu'a leur entree en 
senescence. La periode d'entree en senescence des HFL-1 s'est produite 
relativement au meme moment pour toutes les populations de cette lignee. Ainsi, 
au I3 ieme passage des cellules, les differentes populations HFL-1 prenaient plus de 
1,5 mois a atteindre 90% de confluence ou n'arrivaient plus a atteindre la 
confluence. 
30.1. Formation de foyers post confluence 
Une experience typiquement utilisee afin de verifier la transformation de cellules 
consiste a laisser celles-ci croitre a confluence et a voir si elles sont en mesure de 
former des foyers de croissance. Puisque les cellules HFL-1 n'etaient pas des 
cellules immortalisees, cette experience a ete effectuee sur les NIH 3T3. Aucune 
difference d'inhibition de contact n'a ete observee entre les differentes populations. 
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Ainsi, la presence de la construction CTD2 ne semble pas avoir influenced les 
resultats obtenus. Les cellules de toutes les populations NIH 3T3 etaient en mesure 
de s'entasser fortement. Apres quelques jours de croissance a confluence, la 
monocouche de cellule avait tendance a ce detacher de la matrice de plastique des 
plaques 6 puits et a former des plies qui ressemblaient parfois a des foyers de 
croissance post confluence. Cependant, aucun foyer post confluence n'a ete 
observe chez les differentes populations NIH 3T3. 
Jour 1 
NIH3T3GFPI NIH 3T3 GFPII NIH 3T3 CTD2I NIH 3T3 CTD2II 
Jour 9 
NIH3T3GFPI NIH 3T3 GFPII NIH3T3CTD2I NIH3T3CTD2II 
Figure 31 : Experience de foyers post confluence chez les NIH 3T3 
Les cellules ont ete incubees dans des plaques 6 puits dans leurs conditions habituelles de culture 
soit 37°C et 5% de C02. Les photos des differentes populations ont ete prises a 100X. La 
population photographiee est indiquee au bas de chacune des photos. 
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31. Infection de cellules OVN non-transformees non-immortalisees et 
validation 
Suite aux experiences effectuees sur les lignees HFL-1 et NIH 3T3, il a ete decide 
d'infecter des OSE afin de voir si un effet du CTD serait observable chez ces 
cellules. En effet, ces cellules sont generalement considerees comme le point de 
d'origine des cancers de l'ovaire. Les cellules OVN321T, OVN225T et OVN221T 
(des OSE) ont ete infectees avec les deux lentivirus controles et le lentivirus CTD2. 
L'efficacite de l'infection a ete determinee a partir de l'expression de la GFP chez 
les populations controles GFP, figure 32. Les resultats obtenus indiquent que 
l'efficacite d'infection etait de pres de 99% chez toutes les lignees OVN. 
L'intensite de la fluorescence associee a la GFP etait forte chez la majority des 
cellules chez les OVN221T et chez les OVN225T. Une expression de la GFP qui 
allait de moyenne a forte a ete observee chez les cellules des OVN32IT. 
Figure 32 : Efficacite d'infection des OVN321T, OVN225T et des OVN221T 
Les photos ont ete prises avec un microscope a fluorescence a partir d'un objectif de 40X trois jours 
apres leur infection. A : Population OVN221T GFPI a passage 1. B : Population OVN225T GFPIII 
a passage 1. C : Population OVN321T GFPIII a passage I. 
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Une fois les populations etablies, la morphologie des populations controles et des 
populations CTD2 a ete comparee. Toutes les OSE utilisees avaient deja acquise 
une morphologie mesenchymateuse au moment de l'infection. Aucune difference 
de morphologie n'a ete observee entre les differentes populations OVN321T 
(Figure 33). Chez les cellules OVN221T, les populations CTD2 ont adoptees une 
morphologie legerement plus fibroblastique. Ce leger changement de morphologie 
avait egalement ete observe chez les populations HFL-1 CTD2 qui ont ete 
presentees un peu plus tot. Les cellules OVN225T etaient composees de cellules 
plus petites que celles retrouvees chez les autres cellules OVN utilisees. Les 
populations CTD2 des OVN225T ont egalement adoptees une morphologie plus 
allongee par rapport a leurs populations controles parentale, GFP et Cyto6. 
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OVN221TGFPII OVN225T GFPI OVN321TGFPIII 
OVN221TCTD2II OVN225T CTD21 OVN321TCTD2I 
Figure 33 : Morphologie des populations OVN221T, OVN225T et OVN321T 
Morphologie observee avec un objectif de 10X des differentes populations quelques jours apres leur 
infection. L'identite des populations photographiees est indiquee au bas de chaque photo. A : 
OVN221T GFPII a passage 7 et OVN221T CTD2II a passage 6. B : OVN225T GFPI et OVN225T 
CTD2I a passage 5. C : OVN321T GFPIII et OVN321T CTD2I a passage 5. 
L'expression de la construction CTD2 a ensuite ete validee chez les populations de 
la lignee OVN221T. L'expression de la construction CTD2 a d'abord ete verifiee 
par RT PCR. Aucune experience de validation n'a pu etre effectuee chez les 
cellules OVN225T et OVN321T a cause de leur entree rapide en senescence. La 
validation des populations OVN221T par RT PCR indique que les trois populations 
CTD2 expriment le mARN de la construction (figure 34). Aucune bande n'a ete 
amplifiee chez les differentes populations controles. 
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Figure 34 : Validation des populations OVN221T CTD2 par RT PCR 
Les produits de PCR des populations indiquees au bas de 1'illustration ont ete observes sur un gel 
0,7% d'agarose / TAE. 1/JL des produits de PCR ont ete place sur le gel. L'expression de 1'ARN de 
la construction CTD a ete validee chez les trois populations OVN221T CTD2 (couloirs 5, 6 et 7). 
Apres avoir valide l'expression de la construction CTD2 au niveau de la 
transcription, la traduction en proteine a ete verifiee. L'expression de la proteine 
derivee de la construction a ete validee par Western. Lors de la validation finale par 
Western, il a ete decide de n'utiliser qu'une faible quantite de proteine a cause de la 
presence de fortes bandes de poids moleculaires variables chez les trois populations 
CTD2. Des bandes semblables avaient prealablement ete observees chez les 
populations HFL-1 CTD2. Ainsi, 5 ug de proteine a ete place sur gel afm de 
102 
diminuer l'intensite des bandes presentes chez les populations CTD2 et de mieux 
confirmer la presence de la bande typiqueraent associee a la construction a 55 kDa. 
Les populations controles Cyto6 ont egalement ete placees sur le gel a titre de 
controle supplemental (figure 35). Comme c'etait le cas avec les populations 
HFL-1, aucune bande non specifique n'a ete observee chez la population controle 
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Figure 35 : Western pour la validation des populations OVN221T CTD2 
Cinq microgrammes d'extraits proteiques des differentes populations indiquees au bas de chaque 
couloir ont ete places sur un gel 7,5 % d'acrylamide. L'expression de la proteine CTD a ete validee 
chez les trois populations OVN221T CTD2 (couloirs 4, 5 et 6). 
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32. Evaluation de la transformation des cellules 
La morphologie et la croissance des cellules ont ete suivies attentivement apres 
l'infection des cellules avec les differents lentivirus. Quelques differences de 
morphologie ont ete observees chez les populations OVN221T CTD2 et OVN225T 
CTD2. Au niveau de la vitesse de croissance des cellules, aucune difference n'a ete 
observee entre les differentes populations des trois cultures de OSE etudiees. 
L'inhibition de contact des cellules n'a pas semble affectee par la presence de la 
construction CTD2. Aucune des cellules OVN n'a ete immortalisee par la presence 
du CTD de CA125. Ainsi, les populations OVN225T sont entrees en senescence 
environ une semaine apres leur infection. Les populations OVN321T sont entrees 
en senescence peu apres leur premier passage cellulaire. Les populations 
OVN221T, quant a elles, sont entrees en senescence autour des passages 16 et 17. 
Aucun indice qui pourrait laisser croire une transformation n'a ete observe chez les 
differentes populations CTD2. 
33. Infection des lignees immortalisees OVN95T hTERT et 
OVN211T hTERT et validation 
Suite aux resultats obtenus, il a ete decide d'etudier l'effet du CTD de CA125 sur 
des OVN immortalisees avec la telomerase. Ainsi, les lignees OVN21 IT hTERT et 
OVN95T hTERT ont ete infectees avec les differents lentivirus. Comme c'etait le 
cas lors des experiences precedentes, l'efficacite d'infection a ete evaluee a travers 
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l'observation de la fluorescence des populations GFP. Selon les resultats obtenus, 
l'efficacite d'infection semble avoir ete pres de 99% chez les lignees OVN95T 
hTERT et OVN21 IT hTERT (figure 36). 
Figure 36 : Efficacite d'infection des OVN95T hTERT et OVN211T hTERT 
Les photos ont ete prises trois jours apres l'infection des cellules avec un objectif de 40X (A) ou de 
100X (B) pour evaluer l'efficacite d'infection des OVN95T hTERT et des OVN211T hTERT. A : 
OVN95T hTERT GFPII, B : OVN21 IT hTERT GFPIII. 
Apres s'etre assure que 1'infection des cellules avait bien fonctionne, la 
morphologie et la croissance des differentes populations etablies ont ete analysees. 
Comme chez plusieurs des cultures de cellules infectees precedemment, les 
populations CTD2 des cellules OVN95T hTERT et OVN21 IT hTERT ont adoptees 
une morphologie plus fibroblastique que celle de leurs controles (figure 37). Cette 
difference de morphologie a ete conservee tout au long des passages cellulaires 
effectues avec ces cellules. Aucune difference n'a ete observee au niveau de la 
vitesse de croissance des cellules. Egalement, l'inhibition de contact observee chez 
les differentes populations lors de leur culture ne semblait pas varier d'une 
population cellulaire a 1'autre. 
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Figure 37 : Morphologie des differentes populations OVN9ST hTERT et OVN211T hTERT 
Morphologie des differentes populations indiquees au bas de chaque photo suite a leur infection. 
Les photos ont ete prises avec un objectif de 10X. A : Populations OVN95T hTERT au passage 1. 
B : Populations OVN21 IT hTERT au passage 1. 
Une fois les populations cellulaires selectionnees et leur infection verifiee par 
l'expression de la GFP, les cellules ont ete validees a partir des experiences 
habituelles. Ainsi, l'expression du mARN de la construction CTD a ete verifiee par 
RT PCR. Les resultats indiquent que le mARN de la construction CTD est 
exprimee chez toutes les populations OVN95T hTERT CTD (figure 38). Encore 
une fois, aucune bande n'a ete retrouvee chez les populations controles. 
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Figure 38 : Validation des populations OVN95T hTERT CTD2 par RT PCR 
Un /xL des produits PCR des populations indiquees au bas de l'illustration ont ete places sur un gel 
0,7% agarose / TAE. La presence de l'ARN de la construction CTD a ete validee chez les trois 
populations OVN95T hTERT CTD2 (couloirs 5, 6 et 7). 
Apres la validation de la transcription, 1'expression proteique de la construction a 
ete veriflee par Western. A la lumiere des resultats obtenus precedemment, une 
faible quantite de proteine a ete placee sur gel afin de mieux visualiser les bandes 
qui correspondaient a la hauteur du CTD. Encore une fois, de nombreuses bandes 
de differents poids moleculaires etaient presentes chez les populations CTD2. 
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Cependant, la faible quantite de proteine placee sur gel a permis une visualisation 
des bandes correspondant a la taille de la construction CTD. Ainsi, selon les 
resultats obtenus, toutes les populations OVN95T hTERT CTD2 expriment le CTD 
au niveau proteique (figure 39). Encore une fois, aucune bande n'etait visible chez 






















































































































Figure 39 : Western pour la validation des populations OVN95T hTERT CTD2 
Cinq microgrammes d'extraits proteiques des differentes populations OVN95T hTERT indiquees au 
bas du gel a ete place sur un gel 12% acrylamide. L'expression de la proteine CTD a ete validee 
chez les populations OVN95T hTERT CTD2 (couloirs 6, 7 et 8). 
Apres avoir confirme l'expression de la proteine qui decoulait de la construction 
CTD2 la localisation de la proteine au niveau des cellules a ete verifiee. Un IF a 
done ete effectue chez les populations OVN95T hTERT et chez les populations 
OVN211T hTERT. La localisation de la construction semble en partie 
membranaire et cytoplasmique chez les differentes populations OVN95T hTERT 
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CTD2 (figure 40). L'lF a egalement demontre que pres de 100% des cellules des 
populations CTD2 exprimaient le CTD. Des photos representatives de cette forte 
expression ont cependant ete difflciles a obtenir a cause des variations dans la force 
d'expression de la construction. 
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Figure 40 : Validation des populations. OVN95T hTERT et OVN21 IT hTERT par IF 
Les constructions CTD2 ont ete detectees a partir de leur etiquette Myc. L'identite des differentes 
populations illustrees est indiquee sous chaque photo. A : Populations OVN95T hTERT a passage 
3; OVN95T hTERT GFPI avec un objectif de 40X, OVN95T hTERT GFPII, CTD2I et CTD2II 
avec un objectif de 100X a immersion B : Populations OVN21 IT hTERT a passage 7 pour les 
GFPII, a passage 3 pour les CTD2I et a passage 4 pour les CTD2II; un objectif de 100X a immersion 
a ete utilise. 
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34. Experiences de transformations 
Les premieres observations effectuees sur les populations OVN95T hTERT et les 
populations OVN211T hTERT ne semblent pas indiquer une transformation 
cancereuse des cellules. Aucun effet sur la vitesse de croissance des differentes 
populations n'a ete observe. L'inhibition de contact observee chez les cellules en 
culture ne semble pas non plus varier d'une population cellulaire a une autre. 
Cependant, comme c'etait le cas avec de nombreuses autres sortes de cellules 
infectees avec les differents lentivirus dans le cadre de ce memoire, les populations 
CTD2 ont semble prendre une morphologie plus fibroblastique. Des experiences 
supplementaires typiquement utilisees lors d'experiences de transformations ont ete 
effectuees afin de verifier ces observations. 
34.1. Formation de foyers post-confluence 
Une experience de formation de foyers post-confluence a ete effectuee sur les 
differentes populations OVN95T hTERT. Aucune difference n'a pu etre observee 
entre les differentes populations cellulaires (figure 41). Les cellules OVN95T 
hTERT ne semblaient pas en mesure de former des foyers de croissance 
post-confluence. Chez chacune des populations, quelques regions de cellules un. 
peu plus entassees ont ete observees. Ces regions sont visibles surtout au I9ieme 
jour de l'experience. 
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Figure 41 : Experience de foyers post confluence chez les OVN95T hTERT 
Les cellules ont ete ensemencees dans des plaques 6 puits et incubees dans leurs conditions 
habituelles de culture soit 37°C et 5% de C02. Des photos ont ete prises avec un objectif de 10X 
jusqu'a 19 jours apres Fatteinte de la confluence. 
34.2. Experience de croissance en agar mou 
Une experience de croissance en agar mou a ete effectuee avec les differentes 
populations OVN95T hTERT. II s'agit d'une autre experience typiquement utilisee 
pour verifier la transformation de cellules. Les differentes populations ont ete 
111 
ensemencees dans du milieu complet / 0,33% agarose afin d'evaluer leur capacite a 
croitre en presence d'ancrage limite. Les resultats obtenus indiquent que les 
cellules OVN95T hTERT ne sont pas en mesure de pousser en absence d'ancrage. 
Chez toutes les populations OVN95T hTERT, aucune colonie n'a pu etre observee 
(donnees non illustrees). Une fois l'experience terminee, les puits d'agar ont ete 
observes au microscope. Les cellules qui s'y trouvaient ne semblaient pas avoir 
proliferees. Un controle positif effectue avec la lignee cancereuse de i'ovaire 
SKOV-3 a demontre que la croissance des cellules dans le milieu d'agar prepare 
pour les OVN95T hTERT etait possible (donnees non illustrees). En effet, les 
cellules SKOV-3 ont reussi a former au dessus de 100 colonies lorsqu'elles ont ete 
exposees aux memes conditions experimentales que les populations OVN95T 
hTERT. 
35. Evaluation de differentes caracteristiques associees a la 
tumorigenicite 
Suite aux experiences de transformations, il a ete decide de verifier les effets du 
CTD de CA125 sur differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite. En 
effet, une proteine peut avoir un effet sur differents aspects de la tumorigenicite 
sans etre en mesure de transformer des cellules. 
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35.1. Formation de spheroides 
Des cellules cancereuses de l'ovaire sous forme de spheroi'des sont souvent 
retrouvees au niveau de l'ascite retire aux patientes atteintes d'un cancer le l'ovaire. 
Ainsi, la capacite des populations OVN95T hTERT a former des spheroides a ete 
analysee. Les resultats obtenus ont demontres que toutes les populations OVN95T 
hTERT etaient en mesure de former des spheroides (figure 42). Les spheroides 
formes par toutes les populations semblaient avoir une densite et une taille 
similaire. De plus, chez toutes les populations OVN95T hTERT, 24 heures etait 
suffisant a la formation des spheroides. La viabilite des cellules presentes dans les 
spheroides a ete evaluee au bleu de trypan 144 heures apres le debut de 
l'experience. Aucune difference de viabilite des cellules n'a ete observee au niveau 
des spheroides former par les differentes populations (figure 43). Aucune 
augmentation de la taille des spheroides formes par les differentes populations n'a 
ete observee. Finalement, les spheroides formes par les differentes populations ne 















Figure 42 : Formation de spheroi'des 
L'identite des populations de cellules qui correspond a ch'aque colonne de photo est indiquee en haut 
des colonnes. Les photos ont ete prises avec un objectif de 10X. Cinq gouttes de cellules en 
suspension on ete suspendues dans le couvercle d'un Petri de culture pour chaque population 
OVN95T hTERT. Les photos illustrees sont representatives des resultats obtenus. N = 2. 
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Figure 43 : Viabilite des cellules qui forment les spheroides 
Pourcentages de mortalite des cellules qui forment les spheroides evalues avec du bleu de trypan et 
un hemacymetre. Les resultats obtenus pour les trois populations GFP, pour les trois populations 
Cyto6 et pour les trois populations CTD2 ont ete combinees afin d'alleger le grapbique. N = 1 
(OVN95T hTERT) ou N = 3 (OVN95T hTERT GFP, Cyto6 et CTD2) 
35.2. Clonogenicite sur plastique 
Afin de verifier l'habilete des cellules a pousser a faible densite et leur efficacite 
d'adhesion, une experience de clonogenicite sur plastique a ete effectuee sur les 
differentes populations. Les resultats obtenus indiquent qu'il n'existe aucune 
difference significative entre la clonogenicite sur plastique des differentes 
populations (figure 44). Les caracteristiques des colonies formees ont egalement 
ete analysees. Chez toutes les populations, la taille des colonies formees etait a peu 
pres la meme. Le nombre de cellules presentes dans chacune des colonies etait 
egalement similaire. Finalement, Fapparence des colonies et des cellules qui 
composaient celles-ci ne semblait pas varier d'une population a l'autre. 
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Figure 44 : Efflcacite d'ensemencement des populations OVN95T hTERT 
Les donnees du graphique provieiment d'un ensemencement de 300 cellules par puit. Les cellules 
ont ete incubees pendant 14 jours selon leurs conditions habituelles de culture soit 37°C et 5% de 
C02. Les donnees des trois populations GFP, des trois populations Cyto6 et des trois populations 
CTD2 ont ete combinees afin d'alleger le graphique. N = 6. 
35.3. Experience de migration par blessure de la monocouche 
Afin de verifier si le changement de morphologie observe chez les populations 
OVN95T hTERT CTD2 pourrait indiquer une augmentation de la capacite de 
migration des cellules, une experience de migration par blessure de monocouche a 
ete effectuee. La migration des cellules a ete suivie pendant 48 heures au niveau de 
la croix tracee dans la monocouche cellulaire. Aucune difference dans la capacite 




















Figure 45 : Experience de migration par blessure de la monocouche 
Les cellules ont ete incubees selon leurs conditions habituelles de culture mais en presence de 
rinhibiteur de croissance hydroxie uree. Les cellules ont ete photographiees a l'aide de l'objectif de 
10X du microscope. Les photos ont ete prises immediatement apres la blessure de la monocouche et 
24h apres celle-ci. 
36. Sensibilite au cisplatin 
En fonction des resultats prealablement obtenus dans le laboratoire qui semblaient 
associer l'expression de la portion CTD de CA125 a une augmentation de la 
resistance des cellules a differents agents chimiotherapeutiques affectant l'ADN, la 
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sensibilite au cisplatin des differentes populations OVN95T hTERT a ete evaluee. 
La mortalite cellulaire associee a l'exposition au cisplatin a regulierement ete 
observee au microscope. Differentes concentrations de cisplatin ont ete utilisees. 
Aucune difference de sensibilite au cisplatin n'a ete observee entre les differentes 
populations et ce, malgre les nombreuses conditions experimentales essayees 
(figure 46). II a ete remarque que les populations controles exposees au cisplatin 























Figure 46 : Sensibilite des populations OVN95T hTERT au cisplatin 
Des photos des differentes populations exposees a 2 ug/mL de cisplatin pour une periode de 72 
heures ont ete prises. Les cellules illustrees sur chaque photo sont identifiees au bas des photos. 
L'objectif de 10X du microscope a ete utilise. 
37. Microscopie electronique sur les OVN95T hTERT 
Les jonctions cellulaires varient grandement d'un type cellulaire a un autre. De 
plus, lorsqu'il y a transformation cellulaire, on observe souvent des modifications 
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au niveau des jonctions cellulaires. Les jonctions cellulaires des differentes 
populations ont ete observees par microscopie electronique. Les grossissements 
utilises pour la visualisation des cellules variaient entre 60 000X et 80 000X. 
Aucune difference n'a pu etre observee entre les differentes populations OVN95T 
hTERT (figure 47). Aucune difference dans la frequence des jonctions retrouvees 
chez les differentes populations n'a ete observee. Egalement, aucune difference 
dans le type de jonction cellulaire retrouvee n'a ete remarquee lors de l'analyse. 
Des jonctions serrees ont ete observees niveau des membranes apicales de cellules 
adjacentes. Ces jonctions sont caracterisees par un rapprochement repete de la 
membrane plasmique apicale des cellules. Des desmosomes, un type de jonction 
d'ancrage forme par des cadherines qui consiste en d'importantes plaques 
d'adhesion ou s'ancrent des filaments intermediaires, ont egalement ete observes. 
Quelques jonctions adherentes ont egalement ete observees chez les differentes 
populations OVN95T hTERT. Ces jonctions egalement formees par des cadherines 
sont un peu plus pales que les desmosomes lorsque observees par microscopie 
electronique. Les jonctions adherentes sont des plaques d'adhesion ou s'ancrent 
des filaments d'actine. Finalement, quelques jonctions communicantes ont 
egalement ete observees. Selon Tangle de vu, ces jonctions formees par des 
connexines peuvent etre reconnues par un rapprochement des membranes 
cellulaires qui peuvent parfois meme donner l'impression de s'etre fusionnees ou 
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Figure 47 : Microscopie eiectronique 
Les cellules ont ete observees a des grossissements de 60 000X, 70 000X ou 80 000X. A : OVN95T 
hTERT a 60 000X. B : OVN95T hTERT GFPII a 70 000X. C : OVN95T hTERT CTD2I a 
70 000X. D : OVN95T hTERT CTD2III a 70 000X. Parentheses jaunes : jonctions serrees, fleches 
bleues : desmosomes, fleches rouges : jonction adherentes et fleche verte : jonctions cornmunicantes. 
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38. Analyse du patron d'expression de proteines d'adhesion 
Pour faire suite au changement de morphologie observee chez 70% des populations 
CTD2 etablies chez les differentes cellules etudiees, il a ete decide d'etudier le 
patron d'expression de differentes proteines d'adhesion ainsi que le patron 
d'expression de differentes proteines du cytosquelette. Des IF ont ete utilises afin 
de visualiser la localisation des proteines etudiees et afin de pouvoir comparer leur 
abondance. 
38.1. IF et Western pour la N-cadherine 
Les cadherines sont des proteines d'adhesion impliquees au niveau des jonctions 
cellulaire. Le patron d'expression des cadherines est souvent affecte lorsqu'une 
cellule acquiere des caracteristiques cancereuses. Lorsqu'une cellule devient 
cancereuse, on observe souvent une diminution de l'expression de la E-cadherine. 
Cette diminution d'expression entraine souvent une diminution des interactions 
cellules-cellules et pourrait encourager la dissemination des cellules et la formation 
de metastases. L'expression des cadherines chez les cellules cancereuses de 
l'ovaire differe des patrons d'expression typiquement retrouves chez d'autres types 
de cancers epitheliaux. Comme mentionne dans l'introduction de ce memoire, les 
OSE expriment generalement la N-cadherine et n'expriment pas la E-cadherine. 
Des observations faites par certains chercheurs indiquent que, lors de la 
transformation de OSE en cellules cancereuses, l'expression de la N-cadherine tend 
122 
a diminuer. Cette diminution est egalement souvent accompagnee d'une expression 
de la E-cadherine (AUERSPERG et al, 2001). Ainsi, des modifications au niveau 
des patrons d'expression des cadherines peuvent parfois indiquer une progression 
des cellules vers un etat metaplasique. 
Un IF et un Western ont ete effectue arm d'evaluer le patron d'expression de la 
N-cadherine et la concentration de cette proteine chez les differentes populations 
OVN95T hTERT. Selon les resultats obtenus, la N-cadherine serait exprimee chez 
toutes les populations OVN95T hTERT. Le patron d'expression de la proteine et la 
localisation de celle-ci ne semble pas varier en fonction de la population cellulaire. 
L'EF, semble toutefois indiquer que l'intensite de marquage pour la N-cadherine 
serait legerement plus faible chez les populations OVN95T hTERT CTD2 (figure 
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Figure 48 : IF pour la N-cadhMne chez les populations OVN9ST hTERT 
L'lF a ete fait sur des cellules a passage 3. Les photos ont ete prises a l'aide de l'objectif a 
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Figure 49 : Western pour la N-cadherine chez les populations OVN95T hTERT 
Cinq microgrammes d'extraits proteiques des differentes populations indiquees au bas de chaque 
couloir ont ete mis sur un gel 7,5% d'acrylamide. La bande qui correspond a la N-cadherine serait la 
bande superieure visible sur le gel superieur. 
38.2. IF et Western pour la E-cadherine 
Afm de voir si une translocation vers une expression de la E-cadherine etait 
presente chez les differentes populations OVN95T hTERT, un IF et un Western ont 
ete effectues. Aucune expression de la E-cadherine n'a ete observee chez les 
differentes populations OVN95T hTERT que ce soit par IF ou par Western (figure 
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Figure SO : IF pour la E-cadherine chez les populations OVN9ST hTERT 
L'lF a ete fait sur des cellules a passage 3. Les photos ont ete prises a l'aide de l'objectif a 
immersion de 100X. Les populations photographiees sont indiquees au bas de chaque photo. 
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Figure 51 : Western pour la E-cadherine chez les populations OVN95T hTERT 
Cinq microgrammes d'extraits proteiques ont ete places sur gel pour chacune des populations 
indiquees au bas de 1'illustration. Un gel 7,5% d'acrylamide a ete utilise. 
38.3. IF pour la p-catenine 
La P-catenine est une proteine dotee de deux fonctions differentes. Lorsque 
presente a la membrane cellulaire, elle joue un role au niveau des jonctions 
adherentes. Lorsqu'elle se retrouve au niveau cytoplasmique et nucleaire, elle joue 
le role d'un facteur de transcription de la voie de WNT/wingless. Le patron 
d'expression de la p-catenine peut done indiquer les fonctions que tient la proteine 
chez la cellule etudiee (DIETRICH et al, 2002). Le patron depression et la 
concentration de la P-catenine a ete evalue chez les differentes populations 
OVN95T hTERT. Les resultats obtenus indiquent que les cellules OVN95T 
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hTERT n'expriment pas tres fortement la p-catenine. Aucune difference au niveau 
du patron d'expression de la proteine n'a ete observee entre les differentes 
populations OVN95T hTERT analysees. Chez toutes les lignees observees, la 
proteine semblait se situer au niveau de la membrane cellulaire (figure 52). 
OVCAR-3 4:5#12 
(Controle'+) 
. ^ _ , t ' * I 3 ° " 
OVN95T ~OVN95T OVN95T OVN95T 
hTERT GFPI hTERT GFPIII hTERT CTD2I hTERT CTD2II 
Figure 52 : IF pour la p-catenine chez les populations OVN95T hTERT 
Les photos des populations indiquees au bas de chaque photo ont ete prises avec un objectif a 
immersion de 100X. Les cellules utilisees etaient de passage 18. Le clone stable OVCAR-3 4 :5 
#12, derive d'une lignee epitheliale cancereuse de l'ovaire, a ete utilise entant que controle positif. 
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39. IF sur differentes composantes du cytosquelette 
39.1. IF pour les cytokeratines 8 et 18 
Apres avoir evalue les effets du CTD de CA125 sur les jonctions cellulaires, les 
effets de la construction sur quelques composantes du cytosquelette ont ete 
analyses. Chez les OSE, l'expression des cytokeratines 8 et 18 permet d'evaluer le 
caractere epithelial ou mesenchymateux des cellules. 
L'expression des cytokeratines 8 et 18 a d'abord ete evaluee chez les differentes 
populations OVN95T hTERT. L'expression de ces proteines n'etait pas visible 



























Figure 53 : IF pour les cytokeratines 8 et 18 cfaez les populations OVN95T hTERT 
Les cellules de passage 18 ont ete photographiees avec un objectif a immersion de 100X. La lignee 
epitheliale cancereuse de l'ovaire OVCAR-3 a ete utilisee en tant que controle positif. Les 
populations photographiees sont indiquees au bas de chaque photo. 
39.2. IF pour la vimentine 
Le patron d'expression de la vimentine a ete evalue chez les differentes populations 
OVN95T hTERT. La vimentine est une coraposante du cytosquelette generalement 
associee aux cellules mesenchymateuses qui influence la morphologie des cellules. 
Les resultats obtenus indiquent qu'il ne semble pas y avoir de difference au niveau 
de la concentration de vimentine exprimee d'une population de cellules a l'autre. 
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Cependant, le patron d'expression de la vimentine chez les populations OVN95T 
hTERT CTD2 semble suivre leur morphologie allongee. Ainsi, chez ces cellules, le 
patron d'expression de la vimentine semble caracterise par une plus grande 
organisation et un patron plus en longueur comparativement aux populations 
controles (figure 54). • 
OVN95T OVN95T OVN95T OVN95T 
hTERT GFPI hTERT GFPII hTERT CTD2II hTERT CTD2III 
Figure 54 : IF pour la vimentine chez les populations OVN95T hTERT 
Les photos ont ete~ prises avec un objectif a immersion de 100X. Les cellules analysees etaient a 
passage 18. Les populations illustrees sont indiquees au bas de chaque photo. 
39.3. IF pour la F-actine 
La concentration et le patron d'expression de la proteine F-actin a ete evalue par IF 
chez les differentes populations OVN95T hTERT. On observe souvent des 
modifications dans le patron d'expression de cette proteine lors d'une 
transformation cellulaire. Aucune difference de concentration de la proteine n'a ete 
observee entre les differentes populations. Le patron d'expression de la proteine 
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variait peu d'une population a l'autre (figure 55). Toutefois, le patron d'expression 
des differentes populations OVN95T hTERT CTD2 semblait organise un peu plus 
en longueur par rapport aux autres populations controles. 
Figure SS : IF pour la F-actin chez les populations OVN95T hTERT 
Les photos ont ete prises avec un objectif a immersion de 100X. Les cellules utilisees etaient de 
passage 32. Les populations illustrees sont indiquees au bas de chaque photo. 
40. Effets du CTD sur la vole du HGF 
Les effets de la presence du CTD sur la voie de signalisation HGF et de son 
recepteur MET ont ete analyses. Ainsi, les differentes populations ont ete exposees 
a du milieu sans serum pour 24 heures, a du milieu sans serum complemente de 
HGF pendant 5 minutes ou a du milieu sans serum complemente avec du HGF pour 
24 heures. Les niveaux d'expression de AKT et de MET ainsi que certaines 
phosphorylations de ces proteines ont ensuite ete analyses. Les concentrations de 
MET etaient similaires chez toutes les cellules non exposees au HGF ou chez les 
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cellules exposees au HGF pendant 5 minutes. Apres 24 heures d'exposition au 
HGF, la concentration du recepteur diminuait chez toutes les populations. Aucune 
difference n'a ete observee entre les differentes populations (figure 56). La 
phosphorylation activatrice de la degradation de MET, Y1003, a egalement ete 
suivie lors de cette experience. Les resultats obtenus indiquent que la 
phosphorylation de Y1003 n'est pas affectee par une exposition de 5 minutes de 
HGF. Ainsi, la concentration de phospho-MET Y1003 semble relativement stable 
sans HGF ou apres une exposition de 5 minutes. Les niveaux de phospho-MET 
Y1003 chute lorsque les cellules ce trouvent a etre exposees a du HGF pour 24 
heures. II est cependant a noter que la concentration de phospho-MET Y1003 
correspond au niveau d'expression du recepteur MET. Encore une fois, aucune 
difference d'expression n'a ete observee entre les differentes populations OVN95T 
hTERT. En ce qui concerne la proteine AKT, sont expression semble similaire 
partout. Ainsi, les niveaux d'expression de la proteine ne variaient pas en fonction 
des conditions imposees aux cellules ou de la population analysee. Cependant, 
l'expression d'AKT phosphoryle variait fortement en fonction de l'exposition au 
HGF. Ainsi, une forte augmentation de la phosphorylation d'AKT etait observee 
apres 5 minutes d'exposition au HGF. Toutefois, la phosphorylation d'AKT chutait 
plus bas que celle observee chez les cellules non exposees au HGF apres 24 heures 
d'exposition. La quantite de proteine placee sur gel pour chaque echantillon a ete 
comparee a partir de la GAPDH. Une meme quantite de proteine a ete mis sur gel 
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Figure 56 : Exposition des populations OVN95T hTERT au HGF 
Les extraits proteiques des differentes populations OVN95T hTERT indiquees en haut des 
illustrations ont ete places sur un gel 12% acrylamide. Douze microgrammes de proteines ont ete 
utilises pour tous les echantillons. Les differentes conditions utilisees pour les differents lysats 




Les principes generaux qui gouvement le developpement d'un cancer restent 
globalement les memes d'un type de cancer a un autre. Pour devenir cancereuse, 
une cellule doit subir des mutations qui lui permettent d'acquerir plusieurs 
avantages. Ces caracteristiques sont: l'autosuffisance par rapport aux signaux de 
croissance, l'insensibilite par rapport aux signaux inhibiteurs de croissance, la 
resistance a l'apoptose, 1'immortalisation, la capacite a stimuler l'angiogenese et la 
capacite a envahir des tissus et a former des metastases (HANAHAN et 
WEINBERG, 2000). De nombreuses mutations peuvent permettre a une cellule 
d'acquerir les avantages proliferatifs associes a l'un ou plusieurs de ces six grands 
axes. C'est pourquoi la transformation d'une cellule en une cellule cancereuse peut 
etre un processus relativement complexe. 
Le cancer de l'ovaire est un cancer relativement rare. Cependant, tres peu de 
femmes atteintes du cancer de l'ovaire guerissent completement de la maladie 
(DUBOIS et ah, 2003). Les ovaires sont recouverts d'une monocouche de OSE. 
Ces cellules qui ont longtemps ete ignorees par la communaute scientifique seraient 
l'origine de 90% des cancers de l'ovaire (ALETTI etal, 2007; COLOMBO et al, 
2006). On observe chez les OSE une dualite epithelio-mesenchymateuse qui, 
lorsque deregulee, serait impliquee dans la progression du cancer de l'ovaire. 
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CA125 est une glycoproteine membranaire qui fait partie de la famille des mucines. 
Sa grande taille et ses proprietes ont rendues son etude relativement difficile. Ainsi, 
on ne connait encore que tres peu de choses au sujet de cette proteine. 
Presentement, CA125 a une grande utilite au niveau clinique chez les patientes 
atteintes d'un cancer de l'ovaire. La mesure des taux seriques de la proteine permet 
de suivre revolution d'une bonne proportion des cancers de l'ovaire en plus 
d'evaluer la reponse de la maladie aux traitements administres (ALETTI et al, 
2007). CA125 est en fait etroitement lie au cancer de l'ovaire. On retrouve une 
expression membranaire de CA125 chez la majorite des cellules epitheliales 
cancereuses de l'ovaire alors que la proteine n'est normalement pas exprimee par 
les OSE (AUERSPERG et al, 2001; BAST et al, 1983). Cette specificite 
d'expression associee aux cellules cancereuses pourrait signifier que CA125 
jouerait peut etre un role dans le developpement et/ou la progression du cancer de 
l'ovaire. 
Des experiences prealablement effectuees par le laboratoire a partir d'un modele 
experimental ont demontre que le knockdown de CA125 a la surface cellulaire 
diminue la tumorigenicite de la lignee cellulaire OVCAR-3. Cette diminution de la 
tumorigenicite est caracterise par un changement de morphologie qui semble 
s'apparente a une transition epithelio-mesenchymateuse, des modifications 
importantes au niveau des jonctions cellulaires, une reapparition de l'inhibition de 
contact et une augmentation de la sensibilite a differents agents genotoxiques 
utilises en chimiotherapie. De plus, quelques experiences effectuees sur une 
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population stable SKOV-3 exprimant la partie CTD de CA125 ont demontre que 
cette portion de CA125 etait en mesure d'augmenter la resistance des cellules a 
differents agents chimiotherapeutiques genotoxiques. Ainsi, mon projet avait pour 
objectif initial de poursuivre l'etude des effets du domaine CTD de CA125 sur 
differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite chez la lignee SKOV-3. 
La capacite de la portion CTD de CA125 a transformer differentes cellules 
immortalisees ou non a ensuite ete evaluee. Les changements induits par 
l'expression de la portion CTD de CA125 chez differentes lignees cellulaires ont 
egalement ete etudies afin de determiner les effets de l'expression de la portion 
CTD de la proteine chez les cellules. 
42. Experiences faites avec les populations SKOV-3 
42.1. Aucun effet sur la vitesse de croissance des cellules 
La vitesse de croissance des differentes populations SKOV-3 a ete evaluee a partir 
de courbes de croissance tracees a partir de comptes cellulaires. Les resultats 
obtenus indiquent que l'expression du domaine CTD de CA125 n'affecte pas la 
vitesse de croissance des cellules. Cependant, la population SKOV-3 CTD 
atteignait son plateau de croissance plus tardivement que les deux populations 
controles suggerant une diminution de l'inhibition de contact chez la population 
SKOV-3 CTD. 
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42.2. Diminution de l'inhibition de contact chez la population 
SKOV-3 CTD 
Afin de mieux evaluer les effets du CTD de CA125 sur l'inhibition de contact, une 
experience de formation de foyers post-confluence a ete effectuee. Les resultats 
obtenus par cette experience confirment les observations faites lors de 1'evaluation 
de la vitesse de croissance des cellules. Ainsi, toutes les populations SKOV-3 
etaient en mesure de former des foyers post-confluence. Cependant, 1'expression 
du CTD de CA125 a favorise une apparition plus rapide de foyers chez la 
population SKOV-3 CTD. De plus, la presence du CTD de CA125 a entraine la 
formation de foyers post-confluence plus volumineux que ceux observes chez les 
populations controles. L'inhibition de contact des cellules est geree par des signaux 
inhibiteurs de croissance qui peuvent prendre plusieurs formes. La diminution de 
l'inhibition de contact observee chez la population SKOV-3 CTD pourrait indiquer 
le domaine CTD de CA125 augmente l'insensibilite des cellules a differents 
signaux inhibiteurs de croissance. Parmi les signaux presents dans les conditions de 
culture utilisees, on retrouve l'interleukine-6 (IL-6), une cytokine naturellement 
secretee par les SKOV-3 et les signaux provenant des interactions cellule-cellule 
(HANAHAN et WEINBERG, 2000; RODECK, 1993; KERBEL, 1993; CHAN et 
al, 2002). Lors de la culture reguliere des cellules SKOV-3 controles, la croissance 
des cellules ralentissait lorsque la confluence des cellules atteignait 70%. Cet effet, 
absent chez la population SKOV-3 CTD, etait elimine par le rafraichissement du, 
milieu de culture des cellules. Ces observations suggerent que le CTD de CA125 
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entrainerait une insensibilite a un facteur inhibiteur de croissance secrete par les 
cellules et done possiblement a l'IL-6. Des experiences supplementaires sont 
cependant requises afm d'affirmer ce point. 
42.3. Augmentation de la croissance en presence d'ancrage limite 
Afm de continuer a evaluer les effets de la portion CTD de CA125 sur differentes 
caracteristiques associees a la tumorigenicite, une experience de croissance en agar 
mou a ete effectuee. Toutes les populations etaient en mesure de former des 
colonies en agar mou. Cette observation correspond aux observations rapportees 
par la litterature (POPADIUK et al, 2006; YAO et al, 2007). Cependant, une 
quantite significativement plus elevee de colonies formees en agar mou a ete 
observee chez la population SKOV-3 CTD. De plus, la taille des colonies de 
cellules formees par la population SKOV-3 CTD etait nettement superieure a celle 
des colonies formees par les populations controles. Ainsi, la presence du CTD de 
CA125 favorise la croissance des cellules en presence d'ancrage limite. Ceci 
pourrait indiquer que la portion CTD de CA125 favorise ou confere une certaine 
independance des cellules a differents signaux de croissance. Les cellules peuvent 
obtenir des signaux de croissance de plusieurs sources, Lors d'experiences de 
croissance en agar mou, on diminue grandement les signaux de croissance fournis 
par la matrice extracellulaire. Cette experience peut aussi diminuer les signaux de 
croissance provenant des contacts intercellulaires puisque les cellules sont 
ensemencees isolees les unes des autres dans la matrice d'agar. Les observations 
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faites lors de cette experience indiquent que la presence du CTD de CA125 aurait 
favorise la croissance des cellules. A cause des restrictions imposees aux cellules 
par la matrice d'agar, il semble probable que cette plus forte croissance de la 
population SKOV-3 CTD ait ete cause par une augmentation de l'independance des 
cellules a differents signaux de croissance induite par la presence du. CTD de 
CA125. Les conditions de culture imposees aux cellules dans ce type d'experience 
sont egalement similaires a une absence totale d'ancrage. Ainsi, les resultats 
pourraient egalement suggerer que l'expression du domaine CTD de CA125 
entraine une resistance a l'ano'ikose. Par consequence, le domaine CTD de CA125 
pourrait favoriser indirectement la formation de metastases. Cependant, cette 
hypothese reste a verifier. 
42.4. La portion CTD de CA125 augmente la tumorigenicite des 
cellules chez les souris NUDE 
Les cellules doivent developper de nombreux avantages avant d'arriver a former 
une tumeur chez l'animal. Bien que le systeme immunitaire des souris NUDE soit 
deficient, Futilisation de ce modele permet la comparaison de la tumorigenicite de 
differentes populations cellulaires. L'experience effectuee chez les souris NUDE a 
permis d'observer que l'expression de la portion CTD de CA125 augmente la 
tumorigenicite des cellules. Ainsi, les tumeurs sous-cutanees formees par la 
population SKOV-3 CTD etaient significativement plus massives (p = 0,0001) et 
apparaissaient beaucoup plus tot que celles retrouvees chez les populations 
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controles. Cette observation semble en accord avec les differentes observations 
faites lors des experiences qui visaient a etudier l'influence du CTD de CA125 sur 
differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite. II est possible que les 
avantages que semble conferer le CTD de CA125 tels que la diminution de 
1'inhibition de contact, l'independance des signaux inhibiteurs de croissance et 
l'independance des signaux de croissance aient favorises la croissance des cellules 
chez les souris NUDE. Des resultats similaires chez les SKOV-3 ont deja ete 
obtenus avec une autre mucine transmembranaire surexprimee dans le cancer de 
l'ovaire, soit MUC13. Les recherches effectuees chez cette mucine suggerent que 
les effets de la proteine passent par l'activation des voies de signalisation de c-jun 
N-terminal kinase (JNK), p21-activated kinase 1 (PAK1) et p38 mitogen-activated 
protein kinase (p38 MAPK) (CHAUHAN et al, 2009). II pourrait etre interessant 
de verifier l'activation de ces voies de signalisation en reponse a l'expression du 
CTD de CA125. 
42.5. La portion CTD de CA125 diminue le temps de survie des 
souris SCID 
Les stades avarices des cancers de l'ovaire sont souvent caracterises par la presence 
de metastases intraperitoneales. Ainsi, les effets du CTD de CA125 sur la 
formation de tumeurs dans la cavite intraperitoneale de souris SCID ont ete etudies. 
Comme observe chez les souris NUDE, les tumeurs cancereuses se sont 
developpees plus rapidement chez les souris injectees avec la population SKOV-3 
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CTD comparativement aux souris injectees avec les cellules controles. Une plus 
grande quantite d'implants macroscopiques a ete observee chez les souris CTD par 
rapport aux souris controles euthanasiees a des fins de comparaison. La periode de 
survie des souris CTD etait egalement nettement inferieure a celle des souris 
controles soit 29,6 jours en moyenne chez les souris CTD et 42,2 jours et 47,3 jours 
chez les deux groupes de souris controles. Chez toutes les souris, des tumeurs ont 
ete retrouvees sur differentes structures et differents organes presents dans la cavite 
intraperitoneale dont le foie, les reins, les intestins, la rate, Festomac et le 
diaphragme. Les metastases observees etaient implantees a la surface des organes 
et s'y seraient vraisemblablement reparties par dissemination dans la cavite 
intraperitoneale et non a travers rinfiltration d'un systeme circulatoire. Aucun 
avantage d'invasion ou de dissemination n'a ete observe chez la population 
SKOV-3 CTD. Des experiences supplementaires seraient cependant necessaires 
pour ecarter un role possible du CTD de CA125 au niveau de la dissemination et de 
l'invasion des cellules cancereuses. 
43. Infection des lignees cellulaires non-transformees 
immortalisees ou non HFL-1 et NIH 3T3 
Les experiences faites chez les populations SKOV-3 ont demontrees que le CTD de 
CA125 confere de nombreux avantages aux cellules. Ces observations semblent 
indiquer que CA125 pourrait etre un oncogene et que son domaine CTD serait 
suffisant a Foctroi de plusieurs caracteristiques associees a la tumorigenicite. Les 
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oncogenes peuvent engendrer differents effets chez les cellules. Certains oncogenes 
agissent conjointement avec d'autres pour attribuer differentes caracteristiques aux 
cellules. Egalement, il existe une minorite d'oncogenes qui, meme seuls, sont 
capables de transformer des cellules tels que Fos et Ras (LI et al, 2003; 
HANAHAN et WEINBERG, 2000; CROCE, 2008; ORDWAY et al, 2004). Les 
effets de certains oncogenes peuvent varier d'un type de cellule a un autre 
(FELSHER, 2008). Afin de mieux definir les caracteristiques conferees par le CTD 
de CA125 et de mieux verifier s'il s'agit d'un oncogene, des experiences de 
transformation de cellules immortalisees ou non ont ete effectuees. Conjointement, 
differentes experiences etudiant les caracteristiques associees a la tumorigenicite 
ont ete effectuees chez des cellules non-transformees immortalisees ou non. 
Une cellule est dite transformed lorsqu'elle developpe une certaine independance 
face aux differents signaux regulant sa proliferation. Pour verifier la capacite de la 
portion CTD de CA125 a transformer des cellules en cellules cancereuses, les 
lignees NIH 3T3 et HFL-1 ont ete infectees.' Les NIH 3T3 sont des cellules 
immortalisees couramment utilisees lors d'experiences de transformation par des 
proteines potentiellement oncogeniques (RUBIN et XU, 1989). Advenant 
l'acquisition de caracteristiques tumorigeniques generees par l'expression de la 
portion CTD de CA125, l'utilisation des NIH 3T3 aurait permis une comparaison 
des proprietes acquises avec de nombreuses proteines oncogeniques testees dans les 
memes cellules par d'autres laboratoires dont la mucine MUC4 (BAFNA et al, 
2008). 
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43.1. Aucun effet du CTD de CA125 chez les NIH 3T3 
L'efficacite d'infection des cellules NIH 3T3 a d'abord 6te evaluee par l'expression 
de la proteine GFP chez les populations controles NIH 3T3 GFP. Les resultats 
obtenus indiquent une faible efficacite d'infection de la lignee NIH 3T3 par les 
vecteurs lentiviraux (figure 27). Des resultats similaires sont rapportes par le 
manuel Lentivector Expression Systems : Guide to Packaging and Transduction of 
target Cells de System Biosciences. Selon les donnees presentees par ce manuel, 
les vecteurs lentiviraux sont generalement moins efficaces chez les lignees 
cellulaires d'origines murines dont les NIH 3T3. La faible efficacite d'infection des 
NIH 3T3 a ensuite ete confirmee par RT PCR et par Western. Une tres faible 
expression du mARN de la construction a ete observee et ce, seulement chez la 
population NIH 3T3 CTD2II (figure 29) et aucune expression proteique de la 
construction CTD2 n'a ete observee (figure 30). II est possible qu'une faible 
expression proteique de la construction CTD2 ait ete masquee par la presence de 
petites bandes non specifiques a la hauteur attendue de la proteine. Cependant, 
F analyse des resultats tend a indiquer une tres faible expression de la proteine. 
Malgre la faible expression de la construction CTD2 chez les NIH 3T3, les cellules 
ont ete regulierement observees au microscope arm de detecter tout changement 
morphologique ou phenotypique. En effet, puisqu'une transformation implique un 
avantage proliferatif et souvent un changement de morphologie, la presence de 
foyers de transformation aurait vraisemblablement ete visible avec le temps malgre 
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la faible efficacite d'infection des cellules. Aucun foyer de transformation, aucune 
difference dans la vitesse de croissance et aucun changement de morphologie 
specifique aux populations NIH 3T3 CTD2 n'ont ete observes (figure 28). Une 
experience de formation de foyers post-confluence a ete effectuee avec les 
differentes populations NIH 3T3. En theorie, les restrictions imposees aux cellules 
lors de ce type d'experience auraient pu favoriser l'emergence de cellules 
resistantes a rinhibition de contact et dotees d'un avantage proliferatif induit par 
l'expression du CTD de CA125. Encore une fois, il n'y avait aucune difference 
entre les differentes populations NIH 3T3 et aucun foyer post confluence n'a ete 
observe. 
43.2. L'expression du CTD de CA125 induit un leger changement 
de morphologie chez les cellules HFL-1 
Chez les HFL-1, une excellente efficacite d'infection a ete observee a partir des 
populations controles GFP (figure 27). La bonne expression de la construction 
CTD a par la suite ete confirmee par RT PCR et par Western (figure 29 et figure 30) 
Lors de la validation par Western, de fortes bandes de poids moleculaires 
commencant de l'extremite inferieure du gel jusqu'a un poids moleculaire de plus 
de 72 kDa ont ete observees uniquement chez les populations HFL-1 CTD2 (figure 
30). Des validations par Western prealablement effectuees sur des populations 
CTD2 etablies a partir des lignees cancereuses de l'ovaire SKOV-3 et CaOV-3 
(donnees non presentees) ont permis d'identifier une seule bande de 55 kDa comme 
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etant la construction CTD2. La presence de fortes bandes de poids moleculaires 
variables chez les populations HFL-1 CTD2 etait done surprenante. L'absence de 
bandes non specifiques chez les populations HFL-1 GFP (figure 30) et chez les 
autres populations controles (donnees non illustrees) permet d'associer les bandes 
des populations HFL-1 CTD2 a l'expression de leur construction. Differentes 
conditions ont par la suite ete essayees afm de clarifier la bande correspondante au 
CTD chez les populations CTD dont une immunoprecipitation (resultats non 
illustrees), l'utilisation d'autres anticorps primaires contre 1'etiquette myc de la 
construction (resultats. non illustrees) ainsi que Futilisation d'un anticorps contre 
1'etiquette His6 de la construction (resultats non illustrees). Malgre les differentes 
conditions essayees, des resultats similaires ont ete obtenus a chaque experience de 
validation des populations HFL-1 CTD2. Des bandes similaires ont par la suite ete 
observees chez toutes les populations CTD2 etablies a partir de cellules non-
transformees immortalisees ou non d'origine humaine. Bien que la nature de ces 
bandes associees a la construction CTD2 demeure un peu mysterieuse, leur 
expression semble confirmer l'expression de la construction CTD2 et done valider 
l'expression proteique de la portion CTD de CA125 chez les populations HFL-1. 
Une hypothese sur la nature de ces bandes est suggeree dans la prochaine section. 
Une legere modification morphologique a ete observee chez les populations HFL-1 
CTD2 (figure 28). La morphologie deja fibroblastique des cellules a semble etre 
accentuee par la presence de la portion CTD de CA125. Ce changement de 
morphologie pourrait indiquer une augmentation des capacites de migration des 
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cellules. La litterature rapporte que d'autres mucines transmembranaires, MUC1 et 
MUC13, semblent egalement augmenter la migration cellulaire (CHAUHAN et al, 
2009; YUAN et al, 2007). Malheureusement, cette hypothese n'a pas pu etre 
verifiee a cause de l'entree rapide des cellules en senescence. 
Aucun indice pouvant indiquer une augmentation de la tumorigenicite chez les 
populations HFL-1 CTD2 n'a ete observe. De plus, la construction CTD2 n'a pas 
semble en mesure de transformer les cellules ou de retarder leur entree en 
senescence. Cependant, aucune transformation de HFL-1 par transfection d'un 
oncogene n'a ete retrouvee dans la litterature. En effet, les cellules d'origine 
humaine sont plus difficiles a transformer que celles de rongeurs (BALMAIN et 
HARRIS, 2000). C'est pourquoi des lignees cellulaires de rongeurs sont 
generalement utilisees lors d'experiences de transformation avec des proteines 
potentiellement oncogeniques. Les chercheurs ayant effectues des experiences de 
transformations avec les mucines MUC1 et MUC4 ont d'ailleurs utilise des cellules 
de rongeurs (LI et al, 2003; DURAISAMY et al, 2006; BAFNA et al, 2008). II 
est done difficile d'evaluer l'habilete du CTD de CA125 a transformer des cellules 
en fonction des resultats obtenus avec les HFL-1. 
44. Hypothese sur les bandes observees par Western 
Une hypothese a ete avancee pour expliquer la presence des fortes bandes associees 
aux populations CTD2 retrouvees lors de la validation des cellules non-
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transformees d'origine humaine. Les analyses d'efficacite d'infection effectuees 
avec les populations GFP ont demontrees que les lentivirus utilises etaient 
particulierement efficaces chez ces cellules. Or, seules ces lignees cellulaires 
presentaient un patron de bandes multiples fortement exprimees chez les 
populations CTD2. Une concentration importante de la proteine semble done 
necessaire a l'apparition de bandes multiples associees a la construction CTD2. Le 
poids moleculaire estime pour la construction CTD est de 37 kDa. Cependant, ce 
domaine contient des sites potentiels de glycosylations et plusieurs sites potentiels 
de phosphorylation soit trois tyrosines, deux threonines et une serine (O'BRIEN et 
al, 2001; YIN et LLOYD, 2001). Ainsi, quelques possibilites pourraient expliquer 
les differents poids moleculaires des bandes associees a la construction CTD2. 
Lorsqu'une faible quantite de proteines provenant des populations CTD2 est 
deposee sur gel (comme a la figure 35), on observe que les bandes sont regroupees 
en trois series de doublets. Sur le gel de la figure 25, on peut voir un premier 
doublet forme de bandes a 24 kDa et a 34-35 kDa et un deuxieme doublet forme de 
bandes a 60 et a 69-70 kDa. Le troisieme doublet est plus faiblement exprime mais 
il apparait a 115 kDa et 125 kDa lorsque le film est expose plus longuement a la 
membrane. 
Chez les SKOV-3, une bande unique correspondant a la construction CTD2 a ete 
observee a un peu plus de 55 kDa (figure 30). Si on tient compte des differences de 
migration qui proviennent des differents temps alloues pour la migration, cette 
bande correspondrait vraisemblablement a la bande de 60 kDa de la figure 35. On 
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retrouve done un doublet forme de bandes de tailles inferieures a la construction 
CTD2 et un doublet forme de bandes de tailles superieures a la construction CTD2. 
Le doublet de tailles inferieures a la construction CTD2 pourrait representer un 
clivage de la construction. Un site d'homologie a un domaine SEA se trouve 
d'ailleurs dans la construction CTD2. Les domaines SEA ont deja ete identifies 
chez plusieurs mucines comme etant des sites de clivage potentiel (MACAO et al, 
2006). Le clivage du domaine SEA present dans la construction CTD2 donnerait 
vraisemblablement un fragment C-terminal d'une taille d'environ 23-25 kDa ce qui 
correspond a la taille de la bande inferieure du doublet de plus petite taille. II est a 
noter que le fragment N-terminal genere par ce clivage ne peut etre visualise 
puisque celui-ci ne comporte pas d'etiquette qui en permettrait la detection. Des 
bandes similaires a celles obtenues avec la construction CTD de CA125 ont 
d'ailleurs ete observees chez la mucine MUC1, une autre mucine transmembranaire 
exprimee par de nombreux cancers. Chez cette mucine, un doublet situe entre 24-
36 kDa a ete observe lors de l'utilisation d'un anticorps specifique a la queue 
cytoplasmique de la proteine (CROCE et al, 2003; WEN et al, 2003; REN et al, 
2006). Les chercheurs qui ont observes ce doublet ont egalement avance 
l'hypothese d'un clivage de la proteine (CROCE et al, 2003; WEN et al, 2003; 
ANDERSCH-BJORKMAN et al, 2007). 
Le doublet de taille superieure quant a lui pourrait etre le resultat d'une dimerisation 
de la proteine. En effet, ce doublet semble avoir un poids moleculaire deux fois 
plus important que le doublet qui correspond a la construction CTD2. Des 
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dimerisations non reductibles par les differentes conditions denaturantes 
typiquement utilisees lors d'analyse Western ont deja ete observees chez differentes 
mucines (ANDERSCH-BJORKMAN et al, 2007; AXELSSON et al, 1998). 
En ce qui a trait a 1'apparition des differentes bandes sous forme de doublets, 
differentes modifications post-traductionnelles pourraient expliquer leur presence. 
Ainsi, les mucines font souvent l'objet de nombreuses glycosylations et parfois 
meme de phosphorylations. On sait d'ailleurs que CA125 comprend de nombreuses 
glycosylations en O et en N et que cette proteine comprend plusieurs sites potentiels 
de phosphorylation (O'BRIEN et al., 2001). Les memes modifications post-
traductionnelles semblent presentes chez les trois doublets observes puisqu'une 
taille constante de 10 kDa separe les bandes. Cette difference de taille pourrait etre 
reliee a des glycosylations du domaine unique de la construction CTD2J 
Egalement, la bande superieure des doublets (figure 35, bande de 34-35 kDa et 
bande de 69-70 kDa) semble elle-meme etre une double bande. Cette double bande 
pourrait etre la consequence d'une autre modification post-traductionnelle telle 
qu'une phosphorylation de la proteine. 
II serait interessant de verifier ces hypotheses lors de prochaines experiences. Des 
digestions par des glycosydases et des phosphatases pourraient permettre de verifier 
la nature des modifications post-traductionnelles observees chez les constructions 
CTD2. Les differentes bandes proteiques associees a la construction pourraient 
egalement etre sequencees afin de confirmer leur identite. 
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45. Peu d'effet du CTD de CA125 chez des OSE 
La construction CTD2 n'etait pas suffisante pour induire la transformation des 
lignees NIH 3T3 et HFL-1. Cependant, bien que CA125 puisse etre exprime par 
differents tissus, son expression pathologique est generalement associee aux 
cellules epitheliales cancereuses de l'ovaire. Afin de verifier si les effets 
pathologiques de CA125 sont exclusifs aux cellules epitheliales de l'ovaire, des 
OSE ont ete infectees avec les lentivirus controles et les lentivirus CTD2. Les OSE 
utilisees etaient les OVN221T, les OVN225T et les OVN321T. 
Comme c'etait le cas chez les HFL-1, une tres bonne efficacite d'infection a ete 
observee chez les differentes cellules OSE a partir des populations GFP (figure 32). 
Des experiences de validation pour les populations OVN221T CTD2 ont ensuite ete 
effectuees. La validation des cellules OVN225T et des cellules OVN321T s'est 
cependant averee impossible a cause de l'entree trop rapide des cellules en 
senescence. Chez les OVN221T une entree en senescence plus tardive a permis de 
valider les populations OVN221T CTD2 par RT PCR et par Western (figure 34 et 
figure 35). 
L'entree rapide en senescence des differentes OSE etudiees a empeche une analyse 
poussee des cellules a travers differentes experiences. Cependant, differentes 
observations ont ete effectuees lors de la culture des populations controles et CTD2 
etablies a partir des differentes OSE etudiees. 
150 
Chez les OVN221T, aucun effet sur des caracteristiques pouvant affecter la 
tumorigenicite des cellules n'a ete observe lors de la culture des cellules. 
Cependant, tel qu'observe chez les populations HFL-1 CTD2, un allongement des 
cellules a ete observe chez les populations OVN221T CTD2 (figure 33). Encore 
une fois, il est possible que ce changement de morphologie indique une 
augmentation des capacites de migration des cellules. Malheureusement, aucune 
experience de migration n'a pu etre effectuee avant l'entree des cellules en 
senescence. La presence du CTD de CA125 n'a pas non plus ralenti ou empeche 
l'entree en senescence des cellules. Ces resultats concordent avec ceux obtenus 
avec les lignees cellulaires NIH 3T3 et HFL-1 qui n'avaient pas ete immortalisees 
ou transformees par la construction CTD2. 
Bien que les lignees OVN225T et OVN321T soient entrees en senescence avant 
meme la validation de leurs populations, quelques observations ont pu etre notees 
chez ces cellules. La vitesse de croissance et l'inhibition de contact des cellules 
etaient difficilement evaluables a cause de l'entree rapide des cellules en 
senescence. Un allongement des cellules vers une morphologie plus fibroblastique 
a cependant ete observe chez les populations OVN225T CTD2. Cette observation 
vient appuyer les observations similaires faites chez les populations CTD2 des 
HFL-1 et des OVN221T. L'absence de changement morphologique chez les 
OVN321T CTD2 pourrait etre feliee a la proximite des cellules de leur senescence. 
En fonction de l'entree rapide des cellules en senescence, la portion CTD de CA125 
ne semble pas avoir ete en mesure d'immortaliser les cellules ou de ralentir leur 
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entree en senescence. Les resultats obtenus chez les lignees cellulaires OVN225T 
et OVN321T doivent bien entendu etre interpreter avec reserve puisque la 
validation de leurs populations CTD2 n'a pas pu etre effectuee. 
Globalement, les resultats obtenus avec les OSE n'ont pas permis d'associer la 
portion CTD de CA125 a differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite. 
Cependant, il apparait evident que la presence de la portion CTD de CA125 semble 
induire un changement de morphologie reproductible chez les differentes 
populations. Les populations CTD2 adoptent generalement une morphologie plus 
fibroblastique qui pourrait indiquer une augmentation de la capacite de migration 
des cellules a travers une augmentation des caracteristiques mesenchymateuses des 
cellules. Toutefois, l'entree rapide en senescence des cellules non-immortalisees 
n'a pas permis la verification de cette hypothese. L'ensemble des resultats obtenus 
avec les NIH 3T3, les HFL-1, les OVN221T, les OVN225T et les OVN321T 
indiquent egalement que la portion CTD de CA125 n'est pas suffisante pour induire 
une transformation de cellules en cellules cancereuses. Cependant, vu l'origine 
humaine de la majorite de ces cellules, les resultats peuvent difficilement etre 
compares aux experiences de transformation traditionnelles retrouvees dans la 
litterature. II est possible que d'autres modifications cellulaires soient necessaires 
pour que la portion CTD de CA125 puisse transformer les cellules ou que celle-ci 
agisse indirectement en affectant des fonctions telles que la reparation de l'ADN. 
La sequence de CA125 exprimee par la construction CTD2 comprend en effet un 
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signal potentiel de localisation nucleaire qui pourrait indiquer une fonction au 
niveau du noyau. 
46. Infections des OVN95T hTERT et des OVN211T hTERT 
Afin de permettre une analyse plus approfondie des effets de la portion CTD de 
CA125, des OSE immortalisees par l'expression de la telomerase ont ete utilisees. 
Les experiences effectuees visaient a verifier les effets de la construction CTD2 sur 
differents caracteristiques qui peuvent influencer la tumorigenicite des cellules. La 
migration des cellules, l'expression de differentes molecules d'adhesion et 
l'expression de differentes proteines structurales ont egalement ete etudies. Comme 
c'etait le cas lors des experiences precedentes, les cellules ont ete etroitement 
suivies afin de detecter d'eventuelles caracteristiques pouvant indiquer une 
transformation des populations CTD2. En effet, Futilisation de cellules 
immortalisees aurait pu faciliter la transformation des cellules par la portion CTD 
de CA125. 
Comme pour toutes les cellules d'origine humaine infectees avec les lentivirus lors 
de ce projet, une excellente efficacite d'infection a ete observee chez les OVN95T 
hTERT et les OVN211T hTERT (figure 36). Cette efficacite d'infection a ete 
confirmee par la validation de l'expression de la construction CTD chez les 
populations OVN95T hTERT CTD2 (figure 38, figure 39 et figure 40) et chez les 
populations OVN21 IT hTERT CTD2 (figure 40). 
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L'lF effectuee chez ces cellules a egalement permis de visualiser la localisation de 
la construction CTD au niveau des cellules OVN95T hTERT et des cellules 
OVN211T hTERT (figure 40). Aucune difference de localisation ou de force 
d'expression de la construction CTD n'a ete observee entre les differentes 
populations CTD2. La proteine decoulant de la construction CTD semble exprimee 
a plusieurs endroits chez les cellules (figure 40). Comme prevu, la proteine semble 
localisee au moins en partie a la membrane. La presence de la proteine au niveau 
du cytoplasme des cellules pourrait simplement representer la voie de secretion 
empruntee par la proteine pour rejoindre la membrane cellulaire ou une 
internalisation de la proteine. Admettant un clivage de la proteine (section 44), 
celui-ci pourrait jouer un role dans Finternalisation de la proteine. L'internalisation 
d'une partie d'une construction de la portion C-terminal de MUC1 a deja ete 
demontree (REN et al, 2006). Chez cette mucine dotee d'un signal potentiel de 
localisation nucleaire RRK, la portion internalisee est dirigee vers le noyau et les 
mitochondries (HUANG et al, 2003; REN et al, 2004). Malgre la presence du 
signal potentiel de localisation nucleaire RRRKK dans le domaine CTD de CA125, 
aucune localisation nucleaire n'a ete observee chez les populations CTD2. II serait 
interessant de verifier si la permeabilisassions effectuee sur les cellules lors des IF 
permet bel et bien le marquage de proteines qui se trouvent dans le noyau. Chez 
certaines cellules, un marquage au niveau de la membrane nucleaire a tout de meme 
ete observee (figure 40). Une localisation similaire d'une construction de la mucine 
transmembranaire MUC13 est egalement decrite par la litterature chez des cellules 
SKOV-3 (CHAUHAN et al, 2009) 
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Comme chez les cellules precedentes, aucune difference au niveau de la vitesse de 
croissance des cellules n'a ete observee lors de leur culture. Au niveau 
morphologique, les populations CTD2 des OVN95T hTERT et des OVN211T 
hTERT ont a nouveau adopte une morphologie allongee (figure 37). Ce 
changement de morphologie reproductible est particulierement intriguant puisque 
dans la litterature, on considere souvent CA125 comme un marqueur epithelial 
(JACOB et BAST, 1989; WONG et AUERSPERG, 2003). L'association d'une 
morphologie mesenchymateuse a l'expression de la portion CTD de CA125 est 
done paradoxale. 
Les resultats obtenus lors de ce memoire ne permettent pas en soit d'eclaircir ce 
mystere. L'hypothese suivante a tout de meme ete elaboree en fonction de certaines 
observations faites lors des experiences et de certaines remarques retrouvees dans la 
litterature. En fonction du clivage possible de la proteine observe lors de la 
validation par Western, il est possible que CA125 sous sa forme complete soit 
associe a une morphologie epitheliale des cellules mais que le clivage de la proteine 
entraine une EMT chez les cellules et done un allongement de celles-ci. En effet, 
bien qu'une augmentation serique de CA125 ait ete observee chez les patientes 
atteintes de cancers de l'ovaire avances, on observe parfois une diminution du 
CA125 membranaire des tumeurs et parfois meme une absence de la proteine 
(H0GDALL et ah, 2007). Puisque les anticorps contre CA125 sont uniquement 
diriges contre la partie extracellulaire de la proteine la perte d'expression 
membranaire de CA125 chez les tumeurs de stades avances pourrait en fait etre un 
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clivage, possiblement au niveau du domaine SEA retrouve dans la construction 
CTD, et un relachement du domaine N-terminal de la proteine. Ainsi, selon 
l'hypothese avancee ici, le clivage de CA125 qui entrainerait une augmentation de 
l'expression exclusive de la portion CTD de CA125 entrainerait une EMT des 
cellules et une augmentation de leur migration et de leur invasion. 
47. Experiences de transformation chez les OVN95T hTERT 
L'immortalite des OVN95T hTERT a permis d'effectuer des experiences de 
transformation plus poussees et d'evaluer le role que pourrais jouer CA125 sur 
differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite. Comme chez toutes les 
autres cellules non-transformees infectees avec les lentivirus CTD2, la culture 
cellulaire n'a pas permis de faife transparaitre une difference entre les differentes 
populations de cellules. Des experiences de transformation et des experiences 
visant a verifier differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite ont done 
ete effectuees sur les differentes populations de cellules OVN95T hTERT. 
47.1 Aucun effet du CTD de CA125 sur la formation de foyers post 
confluence chez les OVN95T hTERT 
Une experience de foyers post-confluence a d'abord ete effectuee afin de verifier 
les effets du CTD de CA125 sur la transformation des cellules. Comme observe 
lors de la culture cellulaire, aucune difference n'a ete observee entre les populations 
156 
controles et les populations CTD2 (figure 41). Les differentes populations 
d'OVN95T hTERT n'etaient pas en mesure de former des foyers de croissance 
apres 1'atteinte de la confluence. Les resultats obtenus etaient attendues puisque les 
OVN95T hTERT sont des cellules non-transformees et que theoriquement, les 
cellules non-transformees ne forment pas de foyers post-confluence. Cependant, les 
resultats obtenus semblent demontrer que la portion CTD de CA125 n'est pas en 
mesure de transformer des OSE immortalisees. De plus, aucun effet sur 1' inhibition 
de contact des cellules n'a ete observe lors de l'experience. 
47.2 L'expression du CTD de CA125 ne permet pas aux cellules de 
croitre en agar mou 
Afin d'appuyer les resultats precedents, l'habilete des cellules a croitre en presence 
d'ancrage limite a ete verifiee par une experience de croissance en agar mou. 
Aucune des populations d'OVN95T hTERT n'a ete en mesure de former des 
colonies en agar mou. Ces resultats indiquent que la portion CTD de CA125 n'est 
pas en mesure de permettre aux cellules individuelles de croitre en absence 
d'ancrage. Cette absence de croissance appuie egalement les differentes 
observations qui indiquent que la portion CTD de CA125 n'a pas ete en mesure de 
transformer les cellules. 
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48. Evaluation des effets du CTD de CA125 sur differentes 
caracteristiques associees a la tumorigenicite 
Meme si les resultats obtenus avec les OVN95T hTERT indiquent que le CTD de 
CA125 n'est pas en mesure de transformer les cellules, la proteine pourrait tout de 
meme avoir certain effet sur differentes caracteristiques associees a la 
tumorigenicite. En effet, les proteines qui influencent differentes caracteristiques 
associees a la tumorigenicite ne sont pas necessairement en mesure de transformer 
des cellules. Des experiences visant a etudier les effets du CTD de CA125 sur 
differentes caracteristiques associees a la tumorigenicite ont done ete effectuees. 
48.1. L'expression du CTD de CA125 n'influence pas la formation 
de spheroides chez les OVN95T hTERT 
Une particularite souvent presente chez les patientes atteintes de cancers de l'ovaire 
est la presence d'ascite dans la cavite intraperitoneale. L'ascite retrouvee chez ces 
patientes contient souvent des agregats de cellules cancereuses qui se sont detachees 
de la tumeur primaire et qui peuvent entrainer la formation de metastases. La 
formation de ces agregats, aussi appeles spheroides, pourrait augmenter la 
resistance des cellules a l'anoikose grace aux interactions cellules-cellules qui s'y 
forment. Une experience visant a verifier l'habilete des differentes populations 
OVN95T hTERT a former des spheroides a ete effectuee. Independamment de la 
population, toutes les cellules ont ete en mesure de former des spheroides compacts 
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apres seulement 24 heures d'incubation (figure 42). Les spheroides ont ete gardes 
en culture pendant 144 heures. Pendant cette periode, la taille des spheroides 
semblait demeurer relativement stable suggerant que les OVN95T hTERT n'etaient 
pas en mesure de proliferer sous forme de spheroides. Apres 144 heures 
d'incubation, l'integrite des spheroides semblait la meme qu'apres 24 heures 
d'incubation et la viabilite des cellules ne variait pas d'une population cellulaire a 
une autre (figure 43). Les experiences de formation de spheroides ont egalement 
demontrees que les spheroides formes par les differentes populations se 
desagregeaient facilement avec un simple pipetage. Les caracteristiques des 
spheroides formes par les OVN95T hTERT ne correspondent pas a celles des 
spheroides formes par des lignees cancereuses de l'ovaire. Bien que leur apparence 
soit similaire, les spheroides des cellules cancereuses de l'ovaire sont formes de 
cellules qui arrivent a proliferer pendant environ 10 jours (SHIELD et ah, 2007). 
Cette proliferation est caracterisee par une augmentation graduelle de la taille des 
spheroides en culture (SHIELD et ah, 2007). De plus, les spheroides formes par 
des lignees cancereuses sont habituellement difficiles a desagreger (AHMED et ah, 
2007; SHIEL et ah, 2009). L'expression de la portion CTD de CA125 ne semble 
done pas avoir favorise la survie, la proliferation ou la force des interactions 
cellules-cellules. Une difference au niveau des spheroides formes par les 
populations CTD de CA125 aurait pu indiquer un role de la proteine dans la 
dissemination du cancer de l'ovaire. Bien que les resultats obtenus ne puissent pas 
exclure cette hypothese, aucun indice appuyant celle-ci n'a ete note. 
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48.2. La clonogenicite sur plastique des OVN95T hTERT n'est pas 
modifiee par l'expression du CTD de CA125 
Les signaux de survies qui proviennent de 1'adhesion des cellules a une matrice ou 
des interactions cellules-cellules peuvent jouer un role critique au niveau de la 
survie des cellules. Ainsi, la capacite des cellules a adherer rapidement a une 
matrice et la capacite des cellules a croitre a faible densite sont des facteurs qui 
peuvent influencer la survie d'une population de cellules et limiter la dissemination 
d'un cancer. 
Une experience de clonogenicite sur plastique a ete effectuee sur les differentes 
populations OVN95T hTERT. Les resultats obtenus ont encore une fois indiques 
l'absence de differences entre les differentes populations OVN95T hTERT (figure 
44). Ainsi, la portion CTD de CA125 ne semble pas avoir favorisee l'adhesion 
cellulaire ou la proliferation a faible densite. La taille et le nombre de colonies 
formees etait approximativement la meme d'une population cellulaire a une autre. 
Ainsi, la presence du CTD de CA125 ne semble pas favoriser la clonogenicite sur 
plastique des cellules. Une plus grande quantite de colonie formee par les 
populations OVN95T hTERT CTD2 ou une plus grande taille de ces colonies aurait 
pu indiquer un effet du CTD sur ie potentiel de dissemination des cellules. 
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48.3. Le CTD de CA125 n'influence pas la migration des OVN95T 
hTERT 
La migration cellulaire est un processus'biologique important. Chez les OSE, la 
migration facilite entre autre la reparation de la monocouche de cellules epitheliales 
recouvrant l'ovaire qui est endommagee lors des ovulations. Au niveau du cancer, 
la migration des cellules est souvent centrale a la formation de metastases (figure 
3). Elle permet aux cellules cancereuses de quitter la tumeur primaire et de 
s'implanter dans un nouvel endroit. La migration est done une caracteristique qui 
peut affecter la tumorigenicite des cellules. 
Lors de Fetablissement des populations CTD2 dans les differentes cellules, un 
changement de morphologie a frequemment ete observe. Ce changement de 
morphologie etait caracterise par un allongement des cellules vers une forme plus 
fibroblastique. Puisqu'une telle morphologie est souvent associee a une 
augmentation de la migration cellulaire chez les OSE, une experience de migration 
par blessure de monocouche cellulaire a ete effectuee. Bien que sur les photos 
presentees la population CTD semble peut etre avoir un peu plus migre, Fensemble 
des experiences effectuees indiquent qu'il n'y avait aucune difference entre les 
capacites migratoires des differentes populations (figure 45). Une augmentation de 
la migration chez les populations CTD aurait pu impliquer une augmentation du 
potentiel de dissemination des cellules induite par la portion CTD de CA125. 
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La comparaison des populations OVN95T hTERT CTD2 avec leurs populations 
controles n'etait peut etre pas adequate. En effet, tel que decrit dans 1'introduction, 
les OSE sont des cellules dotees d'une dualite epithelio-mesenchymateuse et 
adoptent rapidement une morphologie mesenchymateuse en culture. Des conditions 
analogues a celles retrouvees a la surface de l'ovaire lors d'une ovulation 
expliqueraient ce changement de morphologie induit par les conditions de culture 
cellulaire (AUERSPERG et ah, 2001). Les resultats obtenus avec les differentes 
cellules indiquent que la portion CTD de CA125 pourrait induire certaines 
caracteristiques associees a une EMT. Malheureusement, les conditions de culture 
induisent elles aussi une EMT chez les OSE et done, chez les populations controles 
(WONG et AUERSPERG, 2003). Ce phenomene chez les populations controles 
pourrait avoir masque certaines caracteristiques acquises par les populations CTD2. 
A la lumiere des faits enumeres lors du paragraphe precedent, il est possible que le 
CTD de CA125 ait un effet sur la migration des cellules mais que cet effet ait ete 
masque par la comparaison avec les populations controles. II serait interessant de 
verifier cette hypothese avec une lignee cellulaire dotee d'une morphologie 
epitheliale stable qui n'exprime pas CA125. L'utilisation de chambre de Boyden 
avec couche de matrigel pourrait egalement permettre de verifier quantitativement 
la migration cellulaire et la capacite d'invasion des cellules. 
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49. Le CTD de CA125 n'influence pas la resistance au cisplatin des 
OVN95T hTERT 
La sensibilite des cellules au cisplatin, un agent chimiotherapeutique utilise dans le 
traitement du cancer de l'ovaire, a ete analysee. En effet, lors d'experiences 
prealablement effectuees dans le laboratoire, le CTD de CA125 exprime chez des 
cellules cancereuses de l'ovaire semblait entrainer une resistance a certains agents 
chimiotherapeutique dont le cisplatin (BOIVIN, 2005). Les resultats obtenus 
n'indiquent aucune difference dans la sensibilite des cellules au cisplatin entre les 
differentes populations OVN95T hTERT (figure 46). II est possible que les effets 
du CTD de CA125 sur la resistance des cellules a differents agents genotoxiques 
soient plus facilement visibles chez les cellules cancereuses. Bien entendu, les 
cellules cancereuses sont plus sensibles aux differents agents chimiotherapeutiques 
que les cellules normales. II est done possible que les effets du CTD de CA125 sur 
la resistance au cisplatin ne soient pas presents chez les cellules non-transformees 
qui sont deja resistantes aux differents agents utilises en chimiotherapie. 
50. Analyse des jonctions cellulaires 
Les nombreuses experiences effectuees sur les differentes populations OVN95T 
hTERT n'ont demontrees que tres peu de differences entre les populations CTD2 et 
les populations controles. Seul un changement de morphologie semble distinguer 
les populations CTD2 des populations controles. Chez les cellules, les changements 
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de morphologies impliquent souvent des modifications au niveau des interactions 
cellules-cellules et done au niveau des jonctions cellulaires et au niveau du 
cytosquelette. Afm de mieux comprendre le changement de morphologie des 
populations CTD2, les jonctions cellulaires presentes chez les differentes 
populations ont ete analysees. 
50.1. Aucune difference entre les differentes populations par 
microscopie electronique transmission 
Les jonctions presentes chez les differentes populations ont d'abord ete directement 
visualisees par microscopie electronique a transmission (figure 47). Aucune 
difference dans le type ou la frequence des jonctions cellulaires observees n'a ete 
observee entre les differentes populations OVN95T hTERT. Ainsi, le changement 
de morphologie observe chez les populations OVN95T hTERT CTD ne semble pas 
avoir ete accompagne par des modifications. De telles modifications avaient 
pourtant ete observees precedemment par notre laboratoire lors d'experiences faites 
avec un modele knockdown. Chez ce modele, le knockdown de CA125 avait 
entraine une forte diminution des jonctions cellulaires et une augmentation de 
l'espace entre les cellules (COMAMALA, en preparation). Cependant, il est 
possible que les differences entre les populations aient ete masquees par une EMT 
des populations controles induite par les conditions de culture cellulaire. 
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50.2. L'expression de la N-cadherine et de la E-cadherine n'est pas 
influenced par la portion CTD de CA125 
La localisation et le patron d'expression de differentes proteines normalement 
impliquees au niveau des jonctions cellulaires ont ete verifies par IF. L'expression 
de la N-cadherine et de la E-cadherine a egalement ete analysee quantitativement 
par Western. Chez les OSE, l'expression et la concentration de ces proteines 
permet egalement de detecter une evolution des cellules vers un etat metaplasique 
(AUERSPERG et al, 2001). 
Comme c'est le cas chez les OSE decrites dans la litterature, la N-cadherine etait 
exprimee chez les differentes populations OVN95T hTERT (figure 48 et figure 49). 
Par- IF, une legere diminution de l'intensite de marquage de la proteine semblait 
presente chez les populations OVN95T hTERT CTD2 (figure 48). Cependant, 
aucune difference d'expression n'a ete observee par Western (figure 49). II ne 
semble done pas y avoir de difference dans les niveaux d'expression de la proteine 
entre les differentes populations. II est probable que la plus faible expression de N-
cadherine observee chez les populations CTD2 par IF ait en fait ete reliee a la 
difference morphologique de ces populations. Parallelement, aucune expression de 
la E-cadherine n'a ete observee chez les populations OVN95T hTERT par IF ou par 
Western (figure 50 et figure 51). 
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Chez les cancers epitheliaux de l'ovaire et chez les cellules metaplasiques, on 
observe souvent une diminution de l'expression de la N-cadherine et Fapparition 
d'une expression de la E-cadherine. Egalement, les OSE qui proviennent de 
femmes dotees d'une predisposition genetique au cancer de l'ovaire expriment 
souvent E-cadherine (WONG et al, 1999). L'absence de modifications dans 
l'expression de ces proteines chez les differentes populations OVN95T hTERT 
appuie les observations faites un peu plus tot qui indiquent que le CTD de CA125 
n'est pas suffisant pour induire la transformation des OSE. Ces resultats appuient 
egalement le fait qu'aucune difference n'a ete notee entre les populations lors de la 
microscopie electronique et lors des experiences de formation de spheroi'des. 
50.3. La portion CTD de CA125 n'influence pas le patron 
a" expression de la P-catenine 
L'expression de la P-catenine a ensuite ete verifiee. Lorsque la proteine est 
exprimee a la membrane, la P-catenine est impliquee dans le maintient des jonctions 
adherentes. La P-catenine peut egalement etre exprimee selon un patron 
cytoplasmique et / ou nucleaire. Ce type de patron d'expression indique 
generalement que la voie de signalisation de Wnt/wingless est activee (DIETRICH, 
2002). L'activation de la voie de Wnt permet entre autre d'activer indirectement la 
transcription de certaines proteines impliquees dans la proliferation cellulaire telles 
que c-Myc et la cycline Dl (RASK et al, 2003). Des dereglements du patron 
d'expression de la P-catenine impliquent souvent l'activation ou la deregulation de 
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la voie de Wnt. Cette voie dans laquelle la P-catenine est impliquees est 
frequemment deregulee chez les cancers de l'ovaire (RASK et al, 2003). 
Les resultats obtenus indiquent une expression exclusive de la P-catenine a la 
membrane des cellules (figure 52). Le patron d'expression observe est similaire a 
celui de la N-cadherine. II est en effet probable que, vu sa localisation 
membranaire, la P-catenine soit liee a la queue cytoplasmique de la N-cadherine 
(RASK et al, 2003). Selon la litterature, le patron d'expression membranaire de la 
P-catenine qui a ete observe correspond au patron d'expression typiquement 
retrouve chez les OSE (RASK et al, 2003). Ainsi, la portion CTD de CA125 ne 
semble pas favoriser une localisation cytoplasmique ou nucleaire de la P-catenine 
comme c'est parfois le cas dans le cancer de l'ovaire. 
50.4. Aucun effet du CTD de CA125 sur les jonctions cellulaires et 
les proteines qui y sont associees 
Ainsi, aucune difference n'a ete observee au niveau de l'expression des differentes 
proteines d'adhesions etudiees ou au niveau des differentes jonctions observees par 
microscopie electronique suggerant que le CTD de CA125 n'induit pas de 
modifications a ce niveau. Egalement, aucune modification dans le patron 
d'expression des cadherines n'a ete observee chez les populations CTD2. Des 
modifications dans l'expression de ces proteines auraient pu indiquer une 
progression des cellules vers un etat metaplasique. Ainsi, le changement de 
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morphologie des OVN95T hTERT CTD2 ne semble pas avoir ete accompagne de 
changements au niveau des jonctions cellules-cellules. 
51. Analyse des effets du CTD de CA125 sur le cytosquelette 
On observe souvent des changements au niveau du patron d'expression de proteines 
du cytosquelette lors de transformation cellulaire ou lors d'une EMT. Bien que les 
cellules ne semblent pas avoir ete transformees par l'expression du CTD de CA125, 
un changement de morphologie s'apparentant a une EMT a ete observe chez les 
differentes populations CTD2. De plus, les populations controles pourraient avoir 
subi une EMT induite par les conditions de culture cellulaire. Dans ce cas, la 
comparaison des populations controles avec les populations CTD2 aurait pu fausses 
les resultats obtenus. Ainsi, le patron d'expression de differentes proteines du 
cytosquelette a ete analyse arm de mieux caracteriser la EMT des populations CTD 
et des populations controles. 
51.1. EMT chez toutes les populations OVN95T hTERT 
Afin de mieux analyser le changement de morphologie observe chez les populations 
CTD2, le patron d'expression de marqueurs epitheliaux et le patron d'expression 
d'un marqueur mesenchymateux ont ete analyses. 
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L'expression des cytokeratines 8 et 18 a d'abord ete verifiee. La litterature indique 
que les OSE expriment generalement ces marqueurs epitheliaux (AUERSPERG et 
al, 2001). Cependant, leur expression tend a diminuer en fonction de la EMT que 
subissent les OSE en culture (AUERSPERG et al, 2001). Les cytokeratines 8 et 18 
n'ont pas ete detectees chez les differentes populations OVN95T hTERT (figure 53) 
suggerant que les populations OVN95T hTERT CTD2 et leurs populations 
controles OVN95T hTERT, GFP et Cyto6 ont subi une EMT. 
L'expression de la vimentine chez toutes les populations OVN95T hTERT semble 
egalement confirmer l'etat mesenchymateux des cellules et done la EMT des 
cellules (figure 54). La vimentine est en effet un marqueur mesenchymateux. Bien 
que la vimentine soit normalement exprimee chez les OSE, la presence de 
vimentine et l'absence des cytokeratines semblent indiquer une EMT plus complete 
que celle des OSE normalement retrouvees a la surface des ovaires. En effet, les 
OSE expriment generalement a la fois les cytokeratines et la vimentine. Une 
expression exclusive de la vimentine chez ces cellules indique done que les cellules 
sont devenues principalement mesenchymateuses (AUERSPERG et al, 2001). Un 
patron d'expression de la vimentine legerement different a ete observe chez les 
populations CTD2. Chez ces cellules, le patron d'expression de la vimentine 
semblait plus allonge que chez les populations controles. La morphologie des 
cellules est d'ailleurs influencee par Forganisation de la vimentine. II est done 
possible que la morphologie plus allongee des populations CTD2 ait ete causee par 
le patron d'expression plus allonge de la vimentine chez ces cellules. La presence 
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du CTD de CA125 semble done avoir affecte legerement le patron d'expression de 
la vimentine. Le mecanisme implique demeure cependant un inconnu. 
Le patron d'expression des differentes proteines du cytosquelette etudiees semblent 
appuyer la possibility que certains phenotypes associes a 1'expression de la 
construction CTD2 aient ete masques par la EMT des cellules controles. 
Egalement, il devient difficile d'affirmer que le CTD de CA125 puisse en soi 
induire une EMT chez les cellules. Des resultats non presenter dans ce memoire 
ont cependant demontres que l'expression du CTD de CA125 chez des OSE 
fraichement prelevees a des patientes induit automatiquement l'acquisition d'une 
morphologie mesenchymateuse avant meme que les cellules parentales n'adoptent 
une morphologie mesenchymateuse (donnees non illustrees obtenues par Jean-
Philippe Babeu). Cependant l'instabilite de la morphologie epitheliale des OSE ne 
permet pas d'effectuer des experiences plus poussees sur ces cellules avant leur 
EMT. Finalement, la morphologie adoptee par les populations OVN95T hTERT 
CTD2 est plus allongee que celles des populations controles. Le CTD de CA125 
semble done influencer celle-ci independamment des conditions de culture. 
51.2. Le CTD de CA125 n'influence pas le patron d'expression de 
la F-actine 
L'actine est une proteine qui influence grandement la morphologie cellulaire. Les 
structures formees par l'actine sont impliquees au niveau de plusieurs differentes 
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fonctions dont la migration, l'adhesion et la signalisation. La facon dont l'actine est 
organisee dans une cellule influence les fonctions et le phenotype de celle-ci. La 
detection de la F-actine chez les cellules n'a demontre aucune difference entre les 
differentes populations OVN95T hTERT. Chez les cellules, l'actine semblait 
organisee en fibres de stress (figure 55). Les fibres de stress apparaissent sous 
forme de filaments qui parcourent le cytoplasme de la cellule. Leur abondance a 
l'une des extremites de la cellule indique generalement le sens de la migration des 
cellules. Chez les OSE, une organisation de la F-actine en fibre de stress est 
associee a un etat cellulaire normal. Lors d'une transformation graduelle des OSE, 
les fibres de stress cedent peu a peu la place a un patron d'expression plus 
membranaire et concentre aux sites d'interaction avec d'autres cellules (ROBERTS 
et ah, 2005; CHAUHAN et ah, 2009). Ainsi, les resultats indiquent que les cellules 
ont garde des caracteristiques relativement normales malgre leur immortalisation 
par la telomerase. Egalement, les patrons d'expression observes ne semblent pas 
illustrer de transition vers un etat metaplasique. 
52. Analyse de la voie de signalisation du HGF 
La voie de signalisation HGF/MET est impliquee dans de nombreux cancers. Au 
niveau des cancers de l'ovaire, cette voie augmente la proliferation, la migration et 
favorise l'apparition de metastases (ZHOU et ah, 2008). Le HGF est generalement 
exprime par les cellules mesotheliales et permet la stimulation paracrine des cellules 
epitheliales qui elles, expriment habituellement le recepteur MET. Chez les OSE en 
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culture, on observe une diminution de l'expression du recepteur MET en fonction 
de l'acquisition d'un caractere plus meshenchymateux. Toutefois, chez les OSE 
dotees d'une predisposition genetique au cancer de l'ovaire, l'expression de MET 
demeure souvent relativement stable (AUERSPERG et al, 2001). Chez plusieurs 
OSE predisposees genetiquement au cancer de l'ovaire, on observe meme une 
co-expression du HGF et de son recepteur. Cette co-expression chez les OSE 
favoriserait peut etre la transformation des cellules et 1'apparition d'un cancer de 
l'ovaire (AUERSPERG et al, 2001; ZHOU et al, 2008). 
Vu 1'implication de cette voie au niveau de la migration cellulaire et le changement 
morphologique observe chez les populations OVN95T hTERT CTD2, une 
difference dans la voie de signalisation de HGF/MET aurait pu etre presente chez 
les differentes populations. Les resultats obtenus indiquent qu'il n'existe aucune 
difference dans la voie de signalisation HFG/MET chez les differentes populations 
(figure 56). Ainsi, le niveau d'expression du recepteur MET etait similaire chez 
toutes les populations analysees. Une plus forte expression de la proteine chez les 
populations CTD aurait pu indiquer une plus grande susceptibilite a la 
transformation (ZHOU et al., 2008). 
Puisque la voie de HGF/MET peut stimuler la proliferation a travers l'activation de 
la voie de PI3K/AKT, les niveaux d'expression de AKT et de la phosphorylation 
qui active cette proteine ont,ete analyses. Chez les differentes populations, des 
niveaux d'expression similaires d'AKT ont ete observes en fonctions des conditions 
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utilisees. La voie de PI3K/AKT ne semblait pas fortement activee chez les cellules 
non exposees au HGF. Chez les OSE predisposees au developpement d'un cancer 
de l'ovaire, on retrouve souvent une forte activation de cette voie par stimulation 
autocrine (AUERSPERG et ah, 2001). L'observation d'une augmentation de la 
phosphorylation d'AKT chez les populations OVN95T hTERT CTD2 aurait pu 
indiquer une evolution des cellules vers un etat metaplasique. 
Lors de l'experience, la phosphorylation Y1003 de MET, une phosphorylation qui 
entraine la degradation de la proteine, a egalement ete analysee. Les variations dans 
la phosphorylation de la proteine correspondaient aux niveaux d'expression de la 
proteine MET. II est done difficile d'affirmer que le taux de phosphorylation de la 
proteine ait change en fonction de l'exposition au HGF. Egalement, aucune 
difference au niveau de la phosphorylation de MET n'a ete observee entre les 
differentes populations. 
Les resultats obtenus indiquent done que la portion CTD de CA125 n'affecte pas la 
voie de signalisation HGF/MET. Encore une fois, aucune transition des cellules 
vers un etat metaplasique n'a ete notee. 
173 
Conclusions 
53. Les effets du CTD de CA125 semblent retreints aux cellules 
cancereuses 
L'expression de la portion CTD de CA125 semble favoriser fortement differentes 
caracteristiques associees a la tumorigenicite chez la lignee cancereuse de l'ovaire 
SKOV-3. Des effets ont ete notes au niveau de la sensibilite des cellules a 
differents agents genotoxiques, de rinhibition de contact des cellules et au niveau 
de l'independance des cellules a differents signaux de croissance. Ces effets etaient 
particulierement impressionnants lors des experiences effectuees chez des modeles 
animaux. Les resultats obtenus avec cette lignee cellulaire laissaient penser que la 
proteine serait peut etre un oncogene. Paradoxalement, lors des experiences 
effectuees chez les cellules non-transformees, peu d'effets ont pu etre associes a 
l'expression du CTD de CA125. Aucune des cellules non-transformees 
immortalisees ou non n'ont ete transformees par l'expression de la portion CTD de 
CA125. Un changement de morphologie pouvant indiquer l'induction d'une EMT 
chez les populations exprimant le CTD de CA125 a ete observee. Cependant, les 
experiences effectuees sur les cellules n'ont pas permis d'associer des effets de la 
portion CTD de CA125 aux differentes caracteristiques associees a la 
tumorigenicite etudiees. 
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Plusieurs hypotheses peuvent etre avancees pour expliquer les resultats obtenus. II 
est possible que les effets de la portion CTD de CA125 passent par une 
co-expression avec d'autres oncogenes. En effet, la lignee SKOV-3 etant une 
lignee cellulaire cancereuse, plusieurs oncogenes y sont probablement actives 
comparativement aux cellules non-transformees immortalisees ou non qui ont ete 
utilisees par la suite. En ce qui a trait a l'absence de transformation chez les 
cellules exprimant la portion CTD de CA125, la majorite des oncogenes ne sont pas 
en mesure de transformer seule des cellules. Ainsi, l'expression de plusieurs 
oncogenes est souvent necessaire a la transformation cellulaire. De plus, les 
cellules humaines sont plus difficilement transformables que les cellules murines. 
Ainsi, peut etre qu'une meilleure infection des cellules murine NIH 3T3 aurait 
permis de voir des foyers de transformation chez ces cellules. Egalement, une 
transformation eventuelle de cellules par CA125 passe peut etre par l'expression 
d'une plus grande portion de la proteine ou par l'expression de domaines non 
etudies lors de ce projet. Finalement, une autre possibilite serait que les effets de la 
portion CTD de CA125 chez les OSE auraient ete masques par la EMT des cellules 
controles induite par les conditions de culture cellulaire. 
54. Perspectives 
II serait interessant de verifier les effets de la portion CTD de CA125 sur des 
cellules dotees d'une morphologie epitheliales plus stable. La stabilisation de la 
morphologie epitheliale des OSE pourrait possiblement etre obtenue en induisant 
175 
l'expression de la E-cadherine chez ces cellules. Ceci permettrait entre d'autre 
d'etudier plus adequatement le changement de morphologie induit par l'expression 
de la portion CTD de CA125 qui semble s'apparenter a une EMT. L'utilisation de 
telles cellules offrirait egalement une meilleure base de comparaison pour les 
populations experimentales CTD. L'etude de constructions de CA125 dotees de 
domaines supplementaires de la proteine pourrait egalement etre interessante. 
Finalement, l'utilisation de constructions dotees d'etiquettes moleculaires 
differentes aux deux extremites de la proteine permettrait egalement de verifier si la 
proteine est bel et bien clivee comme semble l'indiquer certain Western effectues 
lors de la validation des populations CTD. 
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